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Judul skripsi : Isolasi Daun Pedada (Sonneratia caseolaris. L) Terhadap Sel  
Kanker Serviks 
 
   
 Telah dilakukan penelitian mengenai Isolasi Daun Pedada (Sonneratia 
caseolaris. L) Terhadap Sel  Kanker Serviks secara in vitro. Penelitian ini bertujuan 
untuk mengetahui bagaimana aktivitas penghambatan serta menentukan nilai IC50 
dari ekstrak n-heksan, ekstrak etil asetat, ekstrak etanol, ekstrak air dan isolat daun 
pedada (Sonneratia caseolaris. L) Terhadap Sel  Kanker Serviks. Penentuan aktivitas 
penghambatan dilakukan dengan metode MTT Assay terhadap sel Hela guna melihat 
potensi antikanker dari ekstrak dan isolat daun pedada. Ekstrak dan isolat uji dibuat 
dengan seri konsentrasi yaitu 200 µg/ml; 100 µg/ml; 50 µg/ml; 25 µg/ml. Diujikan 
pada media yang berisi sel HeLa. Jumlah sel yang hidup dilihat berdasarkan nilai 
absorbansi dari warna yang terbentuk oleh reaksi reduksi garam tetrazolium MTT. 
Parameter penelitian adalah menentukan nilai IC50 dari hasil persamaan regresi 
antara log konsentrasi vs probit kematian sel. Dari persamaan regresi linier yang 
diperoleh hasil ekstrak etanol, air, etil asetat, dan Isolat daun pedada (Sonneratia 
caseolaris) memiliki aktivitas sitotoksik dengan  nilai IC50 berturut-turut sebagai 
berikut  164,58 μg/ml; 22,32 μg/ml; 437,32 μg/ml; 2,643 μg/ml, Sedangkan ekstrak 
n-heksan kurang berpotensi terhadap sel hela dengan nilai IC50 1047,36 μg/ml. 
Penelitian ini diharapkan dapat menjadi salah satu referensi untuk penelitian 
selanjutnya, yaitu untuk mengetahui potensi sitotoksik daun pedada (Sonneratia 
caseolaris. L)  lebih lanjut dapat dilakukan pengujian dengan metode uji antikanker 
yang lain ataupun menggunakan jenis sel kanker lainnya. 
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Script title : Isolation Of Pedada leaves (Sonneratia caseolaris L.) to cervical 
cancer. 
 
    
 Research bringing up the topic regarding Isolation Of Pedada leaves 
(Sonneratia caseolaris L.) to cervical cancer by in virto method has been conducted. 
This study aims to recognise how the resistant activation as well as to decide IC50 
level from n-hexan extract, ethyl acetat extract, ethanol extract, water extract and 
isolate leave (Sonneratia caseolaris L.) against cervical cancer cell. Determining of 
resistant activation was carried out by MTT Assay method to Hela cell in order to 
look out the potential anti-cancer from extraction and isolate those leaves. Both of 
extraction and isolated-leaves were tested with range of concentrations such as 200 
µg/ml; 100 µg/ml; 50 µg/ml; 25 µg/ml. All of them was tested on media contains of 
Hela cell. The number of alive cell was seen based on the level of absorption from 
former colour by reduction of tetrazolium MTT salt. Parameter for this research was 
to determine level IC50 by regresion equation between concentration log vs death cell 
prohibit. From this linear regretion equation, it resulted ethanol extract, water, ethyl 
acetate and Isolate (Sonneratia caseolaris L.) leaves having cytotoxic with grade of 
IC50 belongs to 164,58 μg/ml; 22,32 μg/ml; 437,32 μg/ml; 2,643 μg/ml. However,  n-
hexan extract was lack of potency against hela cell with  1047,36 μg/ml of IC50. This 
study was expected can be one of reference for further research which was to 
recognise cytotoxic potential of (Sonneratia caseolaris L.) leaves for more details, 
can be conducted experiment with other anti-cancer tested or other cancer cells. 
 












A. Latar Belakang  
Kanker merupakan suatu penyakit sel yang ditandai dengan hilangnya fungsi 
kontrol sel terhadap regulasi daur sel maupun fungsi homeostatis sel pada organisme 
multiseluler. Dengan kegagalan tersebut, sel tidak dapat berproliferasi secara normal. 
Akibatnya, sel akan berproliferasi terus-menerus sehingga menimbulkan 
pertumbuhan jaringan yang abnormal (Sugiyarto, 2013). 
Berdasarkan GLOBOCAN 2012, kanker serviks menduduki urutan ke-7 
secara global dalam segi angka kejadian (urutan ke urutan ke- 6 di negara kurang 
berkembang) dan urutan ke-8 sebagai penyebab kematian (menyumbangkan 3,2% 
mortalitas, sama dengan angka mortalitas akibat leukemia). Kanker serviks 
menduduki urutan tertinggi di negara berkembang, dan urutan ke 10 pada negara 
maju atau urutan ke 5 secara global. Di Indonesia kanker serviks menduduki urutan 
kedua dari 10 kanker terbanyak berdasar data dari Patologi Anatomi tahun 2010 
dengan insiden 12,7%. Menurut perkiraan Departemen Kesehatan RI saat ini, jumlah 
wanita penderita baru kanker serviks berkisar 90-100 kasus per 100.000 penduduk 
dan setiap tahun terjadi 40 ribu kasus kanker serviks (Kemenkes, 2015). 
 Kanker leher rahim atau serviks adalah penyakit yang disebabkan oleh proses 
keganasan yang terjadi pada serviks atau mulut rahim. Penyebab kanker serviks 
diketahui adalah virus HPV (Human Papilloma Virus) sub tipe onkogenik, terutama 
sub tipe 16 dan 18. (Kemenkes, 2015). 
Kemoterapi merupakan salah satu langkah penyembuhan dalam kanker tetapi 





bahkan terjadi resistensi obat. Alternatif pengobatan kanker dapat dilakukan dengan 
memanfaatkan senyawa yang terkandung dalam bahan alam. Oleh karena itu perlu 
adanya penelitian mengenai alternatif pengobatan kanker serviks yang efektif dan 
efisien berbasis bahan alam (Handoko,dkk, 2011). 
Salah satu dari bahan alam yang mempunyai aktivitas sebagai agen 
kemoprevensi kanker adalah Daun pedada (Sonneratia caseolaris.L). Berdasarkan 
penelitian sebelumnya, Uji aktivitas sitotoksik fraksi daun pedada (Sonneratia 
caseolaris L) dengan metode BSLT dimana daun peadada mengandung senyawa 
bioaktif seperti flavonoid, fenol, terpenoid dan tanin. Daun pedada memiliki potensi 
sebagai antikanker. Hal ini dapat dilihat dari pengujian dengan metode BSLT, nilai 
LC50 diperoleh fraksi metanol daun sonneratia caseolaris adalah 22,38 ppm. Fraksi 
Etil asetat 24,89 ppm dan fraksi n-heksan 54,83 ppm, aktivitas sitotoksik ini ditandai 
dengan nilai IC50 dari tiga ekstrak  lebih kecil dari 1000 ppm. (Yulianis, 2016) 
Secara empiris masyarakat Pangkep, telah secara turun-temurun 
menggunakan tanaman pedada sebagai bahan makanan, juga mengobati beberapa 
penyakit seperti keseleo, cacar, dan luka. Penelitian ini bertujuan untuk menguji 
aktivitas sitotoksik dari ekstrak dan isolat Daun pedada (Sonneratia caseolaris.L) 
terhadap sel kanker serviks. Sel Hela atau sel kanker serviks dipilih karena sel ini 
memiliki kelebihan sangat mudah dibiakkan tanpa tergantung hormon pertumbuhan 
(Iryani,dkk, 2004). 
Target utama terapi kanker secara umum adalah dengan menghambat 
pertumbuhan sel kanker tersebut melalui induksi proses kematian sel secara 
apoptosis. Karena itu, diperlukan penelitian lanjut untuk mengisolasi komponen aktif 
dalam ekstrak daun pedada (Sonneratia caseolaris.L) dan menguji aktivitas 





B. Rumusan Masalah  
Berdasarkan latar belakang yang telah dikemukakan maka rumusan masalah 
penelitian ini adalah:  
1.  Apakah ekstrak n-heksan, ekstrak etil asetat, ekstrak etanol, ekstrak air dan isolat 
daun pedada (Sonneratia caseolaris. L) mempunyai aktivitas sitotoksik terhadap 
sel kanker serviks?  
2.  Berapa nilai IC50 dari ekstrak n-heksan, ekstrak etil asetat, ekstrak etanol, ekstrak 
air dan isolat daun pedada (Sonneratia caseolaris. L). terhadap sel kanker serviks? 
3. Senyawa apa yang terkandung pada daun pedada (Sonneratia caseolaris L.) yang 
memiliki aktivitas sitotoksisk terhadap sel kanker serviks? 
C. Defenisi Operasional dan Ruang Lingkup Penelitian 
1. Defenisi Operasional 
a. Ekstraksi  
Ekstraksi adalah proses pemisahan bahan kimia dari campurannya dengan 
menggunakan pelarut sehingga bahan yang terlarut akan berpisah dengan 
bahan yang tidak terlarut 
b. Ekstrak 
Ekstrak adalah suatu bahan atau sediaan yang diperoleh dari hasil ekstraksi 
tanaman obat 
c. Fraksinasi 
Fraksinasi adalah suatu proses pemisahan senyawa-senyawa berdasarkan 
tingkat kepolaran 
d. Fraksi  
Fraksi adalah hasil pemisahan senyawa dari proses fraksinasi berdasarkan 





adalah fraksi-fraksi tumbuhan daun pedada yang telah terpisah berdasarkan 
tingkat kepolarannya. 
e. Isolasi 
Isolasi adalah suatu cara untuk memisahkan senyawa yang bercampur 
sehingga dapat menghasilkan senyawa tunggal yang murni. 
f. Isolat  
Isolat adalah Isolat adalah suatu senyawa tunggal yang diperoleh dari hasil 
isolasi 
g. Uji Sitotoksik 
Merupakan uji toksisitas secara in vitro menggunkan kultur sel yang 
digunakan dalam evaluasi keamanan obat, kosmetika, zat tambahan 
makanan, pestisida dan digunakan juga untuk mendeteksi adanya aktivitas 
antineoplastik dari suatu senyawa. 
h. Kanker 
Kanker adalah penyakit yang ditandai dengan mekanisme tidak normal dan 
tidak terkontrol pada pengaturan kelangsungan hidup, proliferasi dan 
diferensiasi sel. Jika penyebaran kanker tidak terkontrol maka dapat 
menyebabkan kematian. 
i. Kanker Leher Rahim 
Kanker leher rahim atau serviks adalah penyakit yang disebabkan oleh 
proses keganasan yang terjadi pada serviks atau mulut rahim. Penyebab 
kanker leher rahim belum diketahui secara pasti, namun diduga sekitar 95% 
disebabkan oleh Human Papilloma Virus. 
j. Daun Pedada diketahui memiliki kandungan senyawa bioaktif seperti 





k. Uji MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 difenil tetrazolium bromide] 
Uji proliferasi dapat dilakukan dengan menggunakan MTT yang diabsorbsi 
ke dalam sel hidup dan dipecah melalui reaksi reduksi oleh enzim reduktase 
menjadi formazan yang berwarna ungu, selanjutnya diukur dengan 
menggunakan ELISA Plate Reader.  
l. IC50 (Inhibitory Concentration 50) 
Didefenisikan besarnya konsentrasi yang dapat menghambat 
perkembangbiakan sel sebesar 50%. 
2. Ruang Lingkup Penelitian  
  Disiplin ilmu yang terkait dengan penelitian ini adalah Fitokimia- 
biofarmasi dari ekstrak dan isolat Daun pedada (Sonneratia caseolaris.L 
D. Kajian Pustaka  
1. Yulianis (2015), Isolasi Senyawa dari Fraksi Etil Asetat Daun Pedada 
(Sonneratia caseolaris L.) dan Uji Aktivitas Antioksidan. Dalam penelitian ini 
telah dilakukan  isolasi senyawa dari fraksi etil asetat daun pedada (Sonneratia 
caseolaris L.) dan aktifitas antioksidannya. Fraksi diperoleh dengan maserasi 
bertingkat menggunakan n-heksan, etil asetat dan metanol. Fraksi etil asetat 
diisolasi dengan kromatografi kolom sehingga diperoleh fraksi 1, 2, 3, dan 4. 
Fraksi 1 diisolasi kembali dengan kromatografi kolom sehingga diperoleh 
fraksi 1.1, 1.2, 1.3, dan 1,4. Kemudian fraksi 1.2 dilakukan pemurnian dengan 
KLT preparatif dihasilkan isolat A dan B, keduanya berbentuk serbuk, 
berwarna putih dan tidak berbau. Hasil identifikasi dengan spektrofotometer 
UV dan IR terhadap isolat tersebut diduga terpenoid. Uji aktivitas antioksidan 






2. Yulianis, dkk (2016), Sonneratia caseolaris L. mengandung senyawa bioaktif 
seperti flavonoid, fenol, terpenoid dan tanin. Senyawa pada daun pedada ini 
memiliki potensi antikanker. Hal ini dapat dilihat dari pengujian dengan 
metode BSLT, nilai LC50 diperoleh fraksi metanol daun Sonneratia caseolaris 
adalah 22,38 ppm, Fraksi Etil asetat 24,89 ppm dan fraksi n-heksan 54,83 ppm, 
aktivitas sitotoksik ini ditandai dengan nilai IC50 dari tiga ekstrak  lebih kecil 
dari 1000 ppm. 
E. Tujuan dan Manfaat Penelitian  
1.  Tujuan Penelitian  
a. Mengetahui aktivitas sitotoksik ekstrak n-heksan, ekstrak etil asetat, 
ekstrak etanol, ekstrak air dan isolat daun pedada (Sonneratia 
caseolaris.L) terhadap sel kanker serviks. 
b. Mengetahui seberapa besar nilai IC50 dari ekstrak n-heksan, ekstrak etil 
asetat, ekstrak etanol, ekstrak air dan isolat daun pedada (Sonneratia   
caseolaris.L).terhadap penghambatan sel kanker serviks. 
c.   Senyawa yang terkandung pada daun pedada (Sonneratia caseolaris L.) 
yang memiliki aktivitas sitotoksik terhadap sel kanker serviks. 
2.  Manfaat Penelitian  
a. Memberikan data ilmiah mengenai aktivitas ekstrak dan isolat Daun 
pedada (Sonneratia caseolaris.L) terhadap penghambatan sel kanker 
serviks sebagai salah satu alternatif pengobatan.  
b. Memberikan informasi mengenai pandangan islam tentang pemanfaatan 
isolateDaun pedada (Sonneratia caseolaris.L) sebagai obat alternatif pada 






A. Kanker  
Kanker merupakan suatu penyakit sel yang ditandai dengan hilangnya fungsi 
kontrol sel terhadap regulasi daur sel maupun fungsi homeostatis sel pada organisme 
multiseluler. Dengan kegagalan tersebut, sel tidak dapat berproliferasi secara normal. 
Akibatnya, sel akan berproliferasi terus-menerus sehingga menimbulkan 
pertumbuhan jaringan yang abnormal (Sugiyarto, 2013)  
kanker terjadi melalui beberapa tingkat yaitu:  
a. fase inisiasi, DNA dirusak akibat radiasi atau zat karsinogen (radikal bebas). Zat-
zat inisiator ini mengganggu proses reparasi normal, sehingga terjadi mutasi DNA 
dengan kelainan pada kromosomnya. Kerusakan DNA diturunkan kepada anak-
anak sel dan seterusnya. 
b. fase promosi, zat karsinogen tambahan (co-carsinogens) diperlukan sebagai 
promotor untuk mencetuskan proliferasi sel. Dengan demikian, sel-sel rusak 
menjadi ganas.  
c. fase progesi, gen-gen pertumbuhan yang diaktivasi oleh kerusakan DNA 
mengakibatkan mitosis dipercepat dan pertumbuhan liar dari sel-sel 
ganas.(Kusumadewi, 2011) 
B. Kanker serviks  
Kanker leher rahim atau serviks adalah penyakit yang disebabkan oleh proses 
keganasan yang terjadi pada serviks atau mulut rahim. Penyebab kanker serviks 
diketahui adalah virus HPV (Human Papilloma Virus) sub tipe onkogenik, terutama 
sub tipe 16 dan 18. Penyebab kanker serviks diketahui adalah virus HPV (Human 





risiko terjadinya kanker serviks antara lain: aktivitas seksual pada usia muda, 
berhubungan seksual dengan multipartner, merokok, mempunyai anak banyak, sosial 
ekonomi rendah, pemakaian pil KB, penyakit menular seksual, dan gangguan 
imunitas (Kemenkes, 2015) 
Sembilan puluh persen dari kanker serviks berasal dari sel skuamosa (pada 
jaringan epitel) yang melapisi serviks sedangkan 10% berasal dari sel kelenjar 
penghasil lendir pada saluran servikal yang menuju ke dalam rahim (Sugiyarto, 
2013).  
Menurut para ahli kanker, kanker leher rahim (kanker serviks) termasuk salah 
satu jenis kanker yang paling dapat dicegah dan paling dapat disembuhkan dari 
semua kasus kanker. Kanker leher rahim adalah kanker yang terjadi pada serviks 
uterus, suatu daerah pada organ reproduksi wanita yang merupakan pintu masuk ke 
arah rahim yang terletak antara rahim (uterus) dengan liang senggama (vagina). Pada 
keadaan kanker, sel selaput lendir serviks mengadakan proliferasi (membelah dan 
tumbuh). Mulanya sel-sel membentuk susunan seperti bentuk kelenjar. Dengan 
permukaan seperti karet busa (spongioform) dan kaya akan pembuluh darah 
(Kusumadewi, 2011).  
Sel-sel yang abnormal dari kanker serviks dapat dideteksi dengan suatu test 
yang disebut pap smear test. Pap Smear test merupakan metode pemeriksaan sel-sel 
yang diambil dari serviks dan kemudian diperiksa di bawah mikroskop untuk melihat 
perubahan-perubahan yang terjadi dari sel tersebut. Awal penemuan metode Pap 
Smear pada tahun 1928 penggunaannya dengan cara mencuci serviks dengan 
menggunakan asam asetat kemudian tanpa penggunaan alat pembesaran dilihat 
bercak putih pada permukaan serviks mengindikasikan bahwa tumor itu telah 





tidak akan selalu diartikan sebagai tanda adanya kanker (Webster Molly dan Kumar, 
2014).Kanker leher rahim yang disebabkan oleh beberapa tipe human papillomavirus 
(HPV) beresiko tinggi seperti HPV 16 dan HPV18 memiliki onkogen E6 dan E7 
dimana kedua ekspresi gen ini menjadi prasyarat bagi perkembangan kanker dan 
pertahanan fenotip malignan. Pemusnahan kedua onkogen ini dipertimbangkan untuk 
diaplikasikan pada terapi molekuler kanker servik (Yamato et al., 2006). HPV adalah 
DNA virus yang menimbulkan proliferasi pada permukaan epidermal dan mukosa. 
Infeksi virus pailloma sering terdapat pada wanita yang masih melakukan aktivitas 
seksual.  
Perjalanan transmisi virusnya sendiri dapat melalui rute non-seksual yang 
meliputi ekstragenital dan vertikal melalui transmisi dari ibu ke anak saat proses 
persalinan yang menyebabkan kondisi respirasi papilomatosis pada bayi (Rasjidi, 
Imam. 2009) 
Kanker serviks dapat dicegah dengan menghindari faktor-faktor risikonya. 
Adapun faktor-faktor risiko yang dapat menyebabkan kanker serviks diantaranya 
adalah berganti-ganti mitra seks, melakukan hubungan seks pertama saat usia di 
bawah 15 tahun, merokok dan kurang terpenuhinya nutrisi seperti buah dan sayur 
yang banyak mengandung antioksidan. Selain itu, penderita yang terinfeksi HIV 
sering dihubungkan dengan meningkatnya resiko terjadinya karsinoma serviks 
invasive karena adanya perubahan sistem imun (Kusumadewi, 2011). 
C. Siklus sel  
Proliferasi sel normal berlangsung melalui suatu siklus sel yang terdiri dari 4 
fase yang ditentukan oleh waktu sintesis DNA, yaitu fase G1, fase S, fase G2 dan 
fase M. Setelah mitosis, sel memasuki fase G1, yaitu fase sel sangat aktif tetapi tidak 





kandungan DNA sel adalah diploid (2N). Siklus sel kemudian berlanjut ke fase S 
saat terjadi sintesis DNA dan kandungan DNA berubah menjadi 4N. Fase 
selanjutnya adalah fase G2 sebelum memasuki fase M di mana sel membelah diri 
menjadi 2 sel diploid. Waktu yang diperlukan untuk satu siklus bergantung pada 
jenis sel dan perbedaan waktu itu terutama di fase G1, bila perlu siklus sel berhenti 
pada fase ini (G1 arrest) atau pada interfase G1/S (Romadhan, 2013). 
D. Apoptosis 
Sel normal mempunyai “program bunuh diri” yang dikenal dengan istilah 
apoptosis. Bila sel tersebut telah mencapai umur tertentu, program tersebut dimulai 
dan sel akan mati lalu digantikan oleh sel baru. Sebaliknya pada sel kanker, program 
apoptosis mengalami gangguan sehingga sel-sel tersebut pertumbuhannya berlebihan 
dan tidak terkendali (Sari, 2012). 
Apoptosis adalah aktivitas bunuh diri sel yang digunakan tubuh untuk 
mengeliminasi sel tua atau sel kanker (Ide, 2007). 
 Untuk sel-sel yang mengalami apoptosis dapat segera diketahui dan cepat 
dimakan oleh fagosit untuk daur ulang. Peristiwa tersebut sangat penting bahwa 
fagosit biasanya terlibat dalam mengenali dan menghapus benda asing atau yang 
bukan berasal dari dirinya. Namun, dalam hal ini sel mati menjadi berlisensi untuk 
dihapus, meskipun bukan bagian dari dirinya hanya beberapa menit sebelumnya. 
Bahkan, pada saat penghapusan sel dikontrol untuk beroperasi. Namun, sel apoptosis 
juga menunjukkan banyak perubahan lain untuk optimasi sel mereka, yang 
memungkinkan peningkatan efisiensi proses pembuangan dan meminimalkan 







E. Kultur sel  
 Kultur sel adalah Kultur sel merupakan teknik yang biasa digunakan untuk 
perkembangbiakan sel yang berasal dari cell line di luar tubuh (In Vitro). Sedangkan 
kultur jaringan merupakan kultur tiga dimensi dari jaringan utuh atau sama seperti 
halnya in vivo (Mahardika, 2004). Kultur sel ditempatkan dalam wadah khusus 
yang steril (Flask), kebutuhan akan O2 95% harus dijaga dan menginkubasikannya 
pada inkubator sel yang mengandung kadar CO2 5% . Umumnya cell line tumbuh 
pada pH 7,4 sehingga kestabilannya harus dijaga dengan menambahkan buffer ke 
dalam medium kultur. Sel turunan disimpan pada temperatur -120 sampai -180°C 
agar sel tersebut tidak berproliferasi (Mahardika, 2004). 
 Media untuk pertumbuhan sel kanker:  
a. MEM  
MEM, juga disebut Media DMEM adalah media kultur sel yang 
dikembangkan oleh Harry Eagle yang dapat digunakan untuk menjaga sel-sel dalam 
kultur jaringan. Ini hanya berisi 12 jenis asam non-esensial animo, glutamin, 8 
vitamin dan beberapa garam anorganik dasar.  
b. DMEM  
Sebuah variasi dari MEM, yang disebut sebagai Dulbecco’s modified media 
Eagle (DMEM) mengandung sekitar empat kali lebih banyak dari vitamin dan asam 
amino hadir dalam MEM dan 2-4 kali lebih banyak glukosa. Selain itu, mengandung 
zat besi dan fenol merah. DMEM terbagi berdasarkan kadar glukosa yakni, Jenis 
tinggi glukosa (4500g/ L glukosa) dan jenis rendah glukosa (1000g/L glukosa). 
DMEM dengan glukosa tinggi cocok untuk beberapa sel tumor dengan kecepatan 
pertumbuhan yang lebih cepat dan sulit, karena itu bermanfaat untuk 





c. IMDM  
Medium ini dimodifikasi oleh Iscove dari media dasar DMEM mengandung 
42 bahan, mengandung bahan tambahan termasuk selenium, asam amino dan 
vitamin. Selain itu, media yang unik ini tidak memiliki besi, namun kalium nitrat 
yang menggantikan nitrat besi. Hal ini juga cocok untuk berkembang biak kultur sel 
sulit, kultur sel low-density, termasuk seleksi sel hybrid setelah fusi sel, 
pemilihannya berdasarkan pada pengubahan sel setelah transfeksi DNA.  
d. RPMI1640  
Roswell Park Memorial Institute Medium, sering disebut sebagai RPMI, 
adalah bentuk media yang digunakan dalam kultur sel dan kultur jaringan. Rumus 
awal cocok untuk pertumbuhan suspensi sel, terutama untuk sel-sel limfoid. Media 
ini mengandung banyak fosfat dan diformulasikan untuk digunakan dalam 5% 
atmosfer karbon dioksida. RPMI1640, yang paling matang ditingkat media untuk 
sebagian besar jenis sel, termasuk sel-sel tumor, sel-sel normal, sel kultur primer, sel 
bagian. RPMI1640 adalah salah satu media yang paling umum digunakan.  
e.  HamF10 / HamF12  
Media HamF10 merupakan media klasik yang dirancang oleh Ham untuk 
mendukung pertumbuhan tikus dan sel-sel diploid manusia pada tahun 1962. 
HamF12, sebagai produk yang ditingkatkan telah digunakan untuk pertumbuhan 
hepatosit tikus primer dan sel epitel prostat tikus. Sebuah uji toksisitas klonal 
menggunakan sel CHO juga telah dilaporkan dengan Ham F12 sebagai media 
pilihan. Ham F12 juga tersedia dengan 25 mM buffer HEPES yang menyediakan 
penyangga yang lebih efektif dalam kisaran pH optimum 7,2-7,4.  





 Pada tahun 1959, McCoy dan rekan-rekan kerjanya melaporkan kebutuhan 
asam amino untuk budidaya in vitro Novikoff sel Hepatoma. Studi ini dilakukan 
dengan menggunakan Basal Medium 5A, dan kemudian dimodifikasi untuk 
membuat media baru yang dikenal sebagai McCoy’s 5A Medium. Media ini telah 
digunakan untuk mendukung pertumbuhan budaya utama berasal yang dari kelenjar 
adrenal, sumsum tulang (normal), paru-paru, ginjal tikus, omentum, kulit, limpa dan 
jaringan lainnya. Ini adalah media untuk tujuan umum jalur sel primer dan mapan. 
Semua media ini sudah dikomersialkan dan satu media memiliki bentuk yang 
berbeda, seperti bubuk atau cair, paket besar atau kantong pack. Bentuk cair dibagi 
10x larutan pekat, 2x terkonsentrasi solusi dan solusi kerja.  (Zhanqiu Yang and 
Hai-Rong Xiong,2012) 
F. Sel HeLa  
Cell line (sel lestari) HeLa diturunkan dari sel epitel kanker leher rahim 
(serviks) manusia. Sel ini diisolasi tahun 1915 dari rahim wanita penderita kanker 
leher rahim bernama Henrietta Lacks yang berusia 31 tahun. HeLa cell line tumbuh 
sebagai sel yang semi melekat. HeLa cell line dapat digunakan untuk tes antitumor, 
transformasi, uji tumorigenesis, biologi sel dan invasi bakteri. Sel ini secara 
morfologi merupakan sel epitelial yang sudah dimasuki oleh Human Papiloma Virus 
(HPV) tipe 18. Sel ini bersifat immortal dan sangat agresif sehingga mudah untuk 
dikultivasi tetapi sel ini mudah menginvasi kultur sel lain (Doyle dan Griffiths, 
2000).  
Sel HeLa adalah sel kanker leher rahim akibat infeksi Human Papilloma 
virus (HPV 18) sehingga mempunyai sifat yang berbeda dengan sel leher rahim 
normal. Sel kanker leher rahim yang diinfeksi HPV diketahui mengeekspresikan 2 





imortal pada kultur primer keratinosit manusia, namun sel yang imortal ini tidak 
bersifat tumorigenik hingga suatu proses genetik terjadi. Jadi, viral onkogen tersebut 
tidak secara langsung menginduksi pembentukan tumor, tetapi menginduksi 
serangkaian proses yang pada akhirnya dapat menyebabkan sifat kanker (Goodwin 
dan DiMaio, 2000). 
Protein E6 dan E7 dari HPV memodulasi protein seluler yang mengatur daur 
sel. Protein E6 berikatan dengan tumor suppressor protein p53 dan mempercepat 
degradasi p53 yang diperantarai ubiquitin. Protein E6 juga menstimulasi aktivitas 
enzim telomerase. Sedangkan protein E7 dapat mengikat bentuk aktif. 
terhipofosforilasi dari p105Rb dan anggota lain dari famili Rb. Ikatan ini 
menyebabkan destabilisasi Rb dan pecahnya kompleks Rb/E2F yang berperan 
menekan transkripsi gen yang diperlukan untuk cell cycle progression (DeFilippis, et 
al., 2003). 
Sebagian besar sel kanker leher rahim, termasuk sel HeLa, mempunyai gen 
p53 dan p105Rb dalam bentuk wild type. Jadi, gen pengatur pertumbuhan yang aktif 
dalam sel normal ini juga terdapat dalam sel kanker leher rahim. Namun, 
aktivitasnya dihambat oleh ekspresi protein E6 dan E7 dari HPV (Goodwin dan 
DiMaio, 2000) 
G. Toksisitas  
Toksisitas merupakan istilah relatif yang biasa dipergunakan dalam 
membandingkan suatu zat kimia lebih toksik dari zat kimia lainnya. Perbandingan 
antara zat kimia seperti itu sangat tidak informatif, kecuali jika pernyataan itu 
melibatkan informasi tentang mekanisme biologi yang sedang dipermasalahkan dan 
juga dalam kondisi bagaimana zat kimia tersebut berbahaya. Karena itu, pendekatan 





biologi dengan penekanan pada sistem mekanisme efek berbahaya zat kimia itu dan 
kondisi dimana efek berbahaya itu terjadi. Kematian merupakan salah satu diantara 
beberapa kriteria toksisitas. Salah satu caranya ialah menggunakan senyawa dengan 
dosis maksimal, kemudian kematian hewan uji dicatat. Angka kematian hewan 
dihitung sebagai harga median Lethal Dose (LD50) atau median Lethal Concentration 
(LC50). Adapun IC50 merupakan konsentrasi yang menghambat pertumbuhan 50% 
populasi sel, sehingga dapat diketahui potensi sitotoksisitasnya (Doyle dan Griffiths, 
2000).  
Adapun perhitungan untuk nilai IC50  adalah konsentrasi zat uji yang dapat 
menghambat pertumbuhan sel yaitu 50%, dihitung kurva regresi linier antara log 
konsentrasi zat uji dengan nilai probit aktivitas penghambatan. (Fitrah, 2016) 
Menurut (Mans, 2000)  menyebutkan suatu ekstrak dinyatakan aktif atau 
positif menghabat pertumbuhan sel pada uji proliferasi sebagai zat antikanker 
antikanker apabila memiliki nilai IC50   50 µg/ml. Menurut national cancer institute 
(NCI) senyawa murni tergolong aktif menghambat perkembanganbiakan sel bila  
nilai IC50   µg/ml. Kuatnya aktivitas antikanker (Cho, 1998) dinyatakan sebagai 
berikut:  
a. IC50 : 5 μg/mL = sangat aktif 
b. IC50 : 5-10 μg/mL = aktif 
c. IC50  : 11-30 μg/mL = sedang   
d. IC50 :  >30 μg/mL = tidak aktif  
Taraf toksisitas dapat digunakan untuk menilai toksisitas suatu racun yang 
sedang diuji coba pada berbagai organisme. Tetapi toksisitas ini sangat beragam bagi 
berbagai organisme, tergantung dari beberapa faktor antara lain (Soemitrat, 2009) :  





2. Cara racun memasuki tubuh 
3. Frekuensi dan lamanya paparan 
4. Konsentrasi zat pemapar 
5. Bentuk, sifat kimia/ fisika zat pencemar 
6. Kerentanan berbagai spesies terhadap pencemar 
H. Uji Sitotoksik   
sitotoksik adalah uji toksisitas secara in vitro menggunakan kultur sel yang 
digunakan dalam evaluasi keamanan obat, kosmetika, zat tambahan makanan, 
pestisida dan digunakan juga untuk mendeteksi adanya aktivitas antineoplastik dari 
suatu senyawa. Keuntungan penggunaan metode secara in vitro adalah (1) dapat 
digunakan sebagai tahap awal pengembangan suatu obat; (2) hanya dibutuhkan 
sedikit senyawa uji dalam pengujian; (3) secara drastis mengurangi jumlah hewan 
laboratorium; (4) untuk berbagai tujuan penggunaan kultur sel primer dari berbagai 
organ target (liver, ginjal, paru, kulit, sistem saraf dan lainnya) dapat memberikan 
informasi secara langsung tentang potensi efeknya pada sel target manusia, yang 
secara ilmiah memberikan hasil yang lebih valid (Doyle and Griffiths, 2000).  
Kemampuan sel untuk bertahan hidup dapat diartikan tidak hilangnya 
kemampuan metabolik atau poliferasi dan dapat diukur dari bertambahnya jumlah 
sel, meningkatnya jumlah protein atau DNA yang disintesis. Kemampuan sel untuk 
bertahan hidup inilah yang menjadi dasar uji antikanker (Freshney, 2000).  
Sejumlah metode telah dikembangkan dalam studi viabilitas dan proliferasi 
dari populasi sel. Metode modern yang paling baik telah dikembangkan pada suatu 
mikropolat (96-well plates). Miniaturisasi ini memungkinkan banyak sampel yang 
dapat dianalisis dengan cepat dan simultan. Bentuk mikropolat juga mengurangi 





kolorimetri memungkinkan sampel diukur secara langsung dalam mikropolat 
dengan menggunakan alat ELISA (Doyle and Griffiths, 2000).   
Metode kuantifikasi sel yang banyak digunakan dalam penelitian 
antiproliferatif adalah metode haemocytometer dan metode MTT. 
1. Perhitungan secara langsung (metode haemocytometer) 
    Haemocytometer merupakan perangkat gelas versama coverslip tipis, terbagi 
dalam Sembilan area dengan empat area pojok sebagai area menghitung jumlah sel. 
Ketebalan chamber adalah 0,1 mm dengan kapasitas 10 µL cairan berisi sel dalam 
area 0,9 mm
3
. Beberapa hal perlu diperhatikan saat menghitung sel dengan 
haemocytometer adalah sel harus tersuspensi rata dan jumlah sel yang minimum 
yang dihitung adalah seratus. Sel yang melekat perlu ditripsinasi untuk 
mensuspensikan sel dalam larutan. Tripan blue biasa digunakan untuk membedakan 
sel hidup dan sel mati. Sel hidup tidak terwarnai, bulat dan relative kecil 
dibandingkan dengan sel mati. Sedangkan sel mati membengkak dan berwarna biru 
(Doyle dan Griffiths, 2000)  
2. Perhitungan secara tidak langsung dengan metode MTT 
    Uji MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 difenil tetrazolium bromide] 
didasarkan pada konversi MTT menjadi Kristal formazan oleh sel hidup, yang 
menggambarkan aktivitas mitokondrial. Karena pada umumnya aktivitas 
mitokondrial total dalam suatu populasi sel berhubungan dengan jumlah sel yang 
hidup, uji ini dipakai secara luas untuk mengukur efek sitotoksik obat secara in vitro 
terhadap suatu sel (Merrlo, at. al., 2011).  
Uji thiazoyl blue tetrazolium bromide atau uji MTT yang merupakan uji 
sitotoksisitas yang dilakukan secara in vitro dilakukan dalam penelitian ini untuk 





kanker hela. Pada umumnya, kristal formazan MTT dilarutkan kedalam dimethyl 
sulfoxide (DMSO) dan dapat diukur dengan menggunakan ELISA reader pada 
panjang gelombang 570 nm. Pengujian MTT juga digunakan untuk mengukur 
proliferasi sel bagaimanapun hasilnya, baik itu positif atau negatif tidak boleh 
dilewatkan dan hasilnya harus dilaporkan. Metode MTT dipilih karena telah terbukti 
lebih sensitive, cepat dan akurat dibandingkan dengan metode perhitungan langsung 
(Doyle and Griffits, 2000). Metode MTT juga memiliki kekurangan yaitu sampel 
yang berwarna dapat memberikan absorbansi sehingga absorbansi yang terbaca tidak 
hanya warna ungu yang sebanding dengan jumlah sel hidup tetapi juga warna dari 
sampel (Listyowati, dkk, 2013). 
I. Uraian Tumbuhan Pedada (Sonneratia caseolaris) 
1. Klasifikasi 
Klasifikasi pedada (Sonneratia caseolaris L. Engler) menurut Willy (1996) 
sebagai berikut:  
Regnum  : Plantae  
Divisi   : Magnoliophyta 
Kelas   : Magnoliopsida 
Ordo   : Myrtales  
Famili   : Sonneratiaceae  
Genus   : Sonneratia  
Species   : Sonneratia caseolaris L. 
2. Nama Daerah  
Pedada (Sonneratia caseolaris) memiliki nama daerah barembang (Sumatera 





bughem, boghem (Madura), posi-posi merah (Ternate), wahat merah (Ambon), padada 
(Sulawesi) (Nurwati, 2011). 
3. Morfologi 
Sonneratia caesolaris tumbuh di tepi muara sungai terutama pada daerah 
dengan salinitas rendah dengan campuran air tawar (Mangrove Information Center, 
2009). Tumbuhan ini mampu tumbuh hingga ketinggian dengan 5-20 meter, dengan 
struktur batang terdiri dari, akar, batang, ranting, daun, bunga dan buah. Batang 
berukuran kecil  hingga besar, di ujung batang terdapat ranting yang tumbuh 
menyebar. Daun-daunnya tunggal, berhadapan, bundar telur terbalik atau 
memanjang, 5–13 cm × 2–5 cm, dengan pangkal bentuk baji dan ujung membulat 
atau tumpul. Tangkai daun pendek dan seringkali kemerahan. Bunga sendirian atau 
berkelompok hingga 3 kuntum di ujung ranting. Kelopak bertaju 6 (jarang 7–8), 
runcing, panjang 3–4,5 cm dengan tabung kelopak serupa cawan dangkal di 
bawahnya, hijau di bagian luar dan putih kehijauan atau kekuningan di dalamnya. 
Daun mahkota merah, sempit, 17-35 mm × 1,5-3,5 mm. Benangsari sangat banyak, 
panjang 2,5–3,5 cm, putih dengan pangkal kemerahan yang cepat rontok. Tangkai 
putik besar dan panjang, tetap tinggal sampai lama. Buah berbiji banyak berbentuk 
bola pipih, hijau, 5–7,5 cm diameternya dan tinggi 3–4 cm, terletak di atas taju 
kelopak yang hampir datar. Daging buahnya kekuningan, masam asin, dan berbau 
busuk (Sukmadi R, dkk. 2008). 
4. Kandungan Kimia 
Salah satu tumbuhan yang berpotensi sebagai antioksidan adalah tumbuhan 
pedada. Tumbuhan ini mengandung senyawa alkaloid, flavonoid, glikosida, saponin 
dan fenol (Avenido, P. and Serrano,A.E. 2012). 





  Pedada merupakan tanaman mangrove sejati yang memiliki antioksidan dan 
sitotoksik dan memiliki banyak manfaat. Peteros dan Uy (2010) tentang antioksidan 
dan sitotoksin dari empat tanaman obat Filipina menyatakan bahwa triterpenoid, 5 
steroid, flavonoid dan turunan karboksil benzena yang terdapat pada ekstrak tanaman 
dan buah berfungsi sebagai anti inflamasi, analgesik, anti oksidan, anti alergi, anti 
jamur, anti mikroba, dan lainnya. Triterpenoid juga dapat berfungsi pada pencegahan 
dan pengobatan hepatitis. Flavonoid yang terdapat pada ekstrak tanaman juga dapat 
digunakan dalam pengobatan rematik. Karminarsih (2007) menyatakan bahwa daun 
muda dari tanaman tersebut dapat digunakan sebagai lalapan dan ekstrak juga 
bermanfaat dalam menghambat pendarahan. Minqing et al. (2009) ekstrak buah 
pedada secara tradisional sudah digunakan sebagai antiseptik, mengobati keseleo, 
dan mencegah pendarahan (Elsa,2011). 
J. Ekstraksi 
1. Ekstrak 
  Ekstrak adalah sediaan pekat yang diperoleh dengan mengekstraksi zat aktif 
dari simplisia nabati atau simplisia hewani menggunakan pelarut yang sesuai, 
kemudian semua atau hampir semua pelarut diuapkan dan massa atau serbuk yang 
tersisa diperlakukan sedemikian hingga memenuhi baku yang telah ditetapkan 
(Ditjen POM, 1986). 
2. Pengertian Ekstraksi 
  Ekstraksi adalah penyarian atau penarikan  komponen kimia yang terdapat 
dalam bahan alam baik dari tumbuhan, hewan, biota laut dengan pelarut organik 
tertentu (Dirjen POM, 1986). 





  Tujuan ekstraksi adalah menarik komponen kimia yang terdapat dalam bahan 
alam baik dari tumbuhan, hewan dan biota laut dengan pelarut organik tertentu. 
4. Mekanisme Ekstraksi 
   Proses ekstraksi ini didasarkan pada kemampuan pelarut organik untuk 
menembus dinding sel dan masuk ke dalam rongga sel secara osmosis yang 
mengandung zat aktif. Zat aktif akan larut dalam pelarut organik dan karena adanya 
perbedaan konsentrasi antara di dalam dan di luar sel, mengakibatkan terjadinya difusi 
pelarut organik yang mengandung zat aktif keluar sel. Proses ini berlangsung terus 
menerus sampai terjadi keseimbangan konsentrasi zat aktif di dalam dan di luar sel 
(Harbone, 1987). 
5. Metode Ekstraksi 
  Metode ekstraksi menggunakan pelarut dapat dilakukan secara dingin yaitu 
maserasi dan perkolasi, dan secara panas yaitu refluks, soxhlet, digesti, infus dan 
dekokta. 
a. Cara dingin 
1) Maserasi 
 Maserasi adalah proses pengekstraksian dengan menggunakan pelarut dengan 
beberapa kali pengocokan atau pengadukan pada temperatur ruangan (kamar). 
Remaserasi berarti dilakukan pengulangan penambahan pelarut setelah dilakukan 
penyariangan maserat pertama dan seterusnya.  
2)   Perkolasi  
  Perkolasi adalah ekstraksi dengan pelarut yang selalu baru sampai sempurna 
(exhaustive extraction) yang umumnya dilakukan pada temperatur ruangan. 





perkolasi sebenarnya (penetapan/penampungan ekstrak) yang jumlahnya 1-5 
bahan. 
b. Cara Panas  
1)  Refluks 
  Refluks adalah ekstraksi dengan pelarut pada temperatur dan waktu tertentu 
serta jumlah pelarut terbatas yang relatif konstan dengan adanya pendingin balik. 
Umumnya dilakukan pengulangan proses pada residu pertama sampai 3-5 kali 
sehingga dapat termasuk proses ekstraksi sempurna.  
2)  Soxhletasi 
  Soxhletasi adalah ekstraksi menggunakan pelarut yang selalu baru yang 
umumnya  dilakukan dengan alat khusus sehingga terjadi ekstraksi kontinu 
dengan jumlah pelarut relatif konstan dengan adanya pendingin balik.  
3). Digesti 
  Digesti adalah maserasi kinetik (dengan pengadukan kontinu) pada 
temperatur yang lebih tinggi dari temperatur ruangan (kamar), yaitu secara umum 
dilakukan pada temperatur 40°-50°C. 
4)  Infus 
  Infus adalah ekstraksi dengan pelarut air pada temperatur penangas air (bejana 
infuse tercelup dalam penangas air mendidih, temperatur terukur 96°-98°C) 
selama waktu tertentu 15-20 menit. 
5)  Dekokta 
  Dekokta adalah infusa pada waktu yang lebih lama (30 menit) dan 






 Fraksinasi pada prinsipnya adalah proses penarikan senyawa pada suatu 
ekstrak dengan menggunakan dua macam pelarut yang tidak saling bercampur. 
Pelarut yang umumnya dipakai untuk fraksinasi adalah n-heksan, etil asetat, dan 
metanol. Untuk menarik lemak dan senyawa non polar digunakan n-heksan, etil 
asetat untuk menarik senyawa semi polar, sedangkan metanol untuk menarik 
senyawa-senyawa polar. Dari proses ini dapat diduga sifat kepolaran dari senyawa 
yang akan dipisahkan. Sebagaimana diketahui bahwa senyawa-senyawa yang bersifat 
non polar akan larut dalam pelarut yang non polar sedangkan senyawa-senyawa yang 
bersifat polar akan larut dalam pelarut yang bersifat polar juga (Mutiasari, 2012). 
Kolom kromatografi dikemas kering (biasanya dengan penjerap mutu KLT 
10-40 μm) dalam keadaaan vakum agar diperoleh kerapatan kemasan maksimum. 
Vakum dihentikan, pelarut yang kepolarannya rendah dituangkan ke permukaan 
penjerap lalu divakumkan lagi. Kolom dihisap sampai kering dan siap dipakai. 
Cuplikan dilarutkan ke dalam pelarut yang cocok, dimasukkan langsung pada bagian 
atas kolom atau pada lapisan penjerap dan dihisap sampai kering pada setiap 
pengumpulan fraksi. Oleh karena itu, kromatografi vakum cair menggunakan 
tekanan rendah untuk meningkatkan laju aliran fase gerak (Hostettmann et al., 1995). 
Kromatografi vakum cair merupakan modifikasi dari kromatografi kolom 
gravitasi. Metode ini lebih banyak digunakan untuk fraksinasi sampel dalam jumlah 
besar (10-50 g). Kolom yang digunakan biasanya terbuat dari gelas dengan lapisan 
berpori pada bagian bawah. Ukuran kolom bervariasi tergantung ukurannya. Kolom 
disambungkan dengan penampung eluen yang dihubungkan dengan pompa vakum. 
Pompa vakum akan menghisap eluen dalam kolom, sehingga proses pemisahan 
berlangsung lebih cepat. Penggunaan tekanan dimaksudkan agar laju aliran eluen 





yang biasanya digunakan pada lapisan kromatografi KLT sebagai fasa diam dalam 
kolom yang halus yaitu 200-400 mesh. Kolom yang digunakan berukuran lebih 
pendek dari pada kolom kromatografi gravitasi dengan diameter yang lebih besar (5-
10 cm). Kolom KVC dikemas kering dalam keadaan vakum agar diperoleh kerapatan 
kemasan maksimum. Sampel yang akan dipisahkan biasanya sudah diadsorbsikan ke 
dalam silika kasar terlebih dahulu (ukuran silika kasar 30-70 mesh) agar 
pemisahannya lebih teratur dan menghindari sampel kangsung menerobos ke dinding 
kaca tanpa melewati adsorben terlebih dahulu, yang dapat berakibat gagalnya proses 
pemisahan. Pelarut yang kepolarannya rendah dituangkan ke permukaan penyerap 
yang sebelumnya sudah dimasukkan sampel. Kolom dihisap perlahan-lahan ke dalam 
kemasan dengan memvakumkannya. Kolom dielusi dengan campuran pelarut yang 
cocok, mulai dengan pelarut yang kepolarannya rendah lalu kepolaran ditingkatkan 
perlahan-lahan. Kolom dihisap sampai kering pada setiap pengumpulan fraksi, 
sehingga  kromatografi vakum cair disebut juga kolom fraksinasi (Atun, 2014). 
Kromatografi kolom merupakan salah satu contoh kromatografi adsorbsi. 
Senyawa yang dipisahkan dengan kromatografi kolom memiliki mekanisme yang 
sama dengan jenis kromatografi lain yaitu berkaitan dengan perbedaan gaya-gaya 
antarmolekul dalam sampel dengan fase gerak dan antara komponen dengan fasa 
diam. Prinsip kerja kromatografi kolom yaitu zat cair sebagai fasa gerak akan 
membawa cuplikan senyawa mengalir melalui fasa diam sehingga terjadi interaksi 
berupa adsorbsi senyawa-senyawa tersebut oleh padatan dalam kolom. Kecepatan 
bergerak suatu komponen dalam cuplikan tergantung pada seberapa besar/lama 
komponen tersebut tertahan oleh padatan penyerap dalam kolom. Hasil yang 
diperoleh berupa fraksi-fraksi senyawa (eluat) yang ditampung pada bagian bawah 





Beberapa jenis pelarut dan fasa gerak untuk kromatografi kolom menurut 
deret Trappe. Deret ini menggambarkan kekuatan elusi pelarut-pelarut dengan kolom 
yang menggunakan padatan penyerap silika gel: 
Air murni<metanol<etanol<propanol<aseton<etil asetat<dietil 
eter<kloroform<metilen klorida<benzena<toluena<trikloro etilen<karbon 
tetraklorid<sikloheksana<heksana 
Urutan pelarut-pelarut diatas menunjukkan bahwa semakin turun 
kepolarannya maka semakin bertambah kekuatan pelarut tersebut untuk mengelusi 
senyawa yang teradsorbsi oleh silika gel (Rubiyanto, 2016). 
L. Kromatografi Lapis Tipis 
Kromatografi lapis tipis adalah suatu teknik pemisahan komponen-komponen 
campuran suatu senyawa yang melibatkan partisi suatu senyawa diantara padatan 
penyerap (adsorbent, fase diam) yang dilapisi pada pelat kaca atau aluminium 
dengan suatu pelarut (fasa gerak) yang mengalir melewati adsorbent (padatan 
penyerap). Pengaliran pelarut dikenal sebagai proses pengembangan oleh pelarut 
(elusi). KLT mempunyai peranan penting dalam pemisahan senyawa organik 
maupun senyawa anorganik, karena relatif sederhana dan kecepatan analisisnya. Di 
dalam analisis dengan KLT, sampel dalam jumlah yang sangat kecil ditotolkan 
menggunakan pipa kapiler di atas permukaan pelat tipis fasa diam (adsorbent), 
kemudian pelat diletakkan dengan tegak dalam bejana pengembang yang berisi 
sedikit pelarut pengembang. Oleh aksi kapiler, pelarut mengembang naik sepanjang 
permukaan lapisan pelat dan membawa komponen-komponen yang terdapat pada 
sampel (Atun, 2014). 
Fase diam yang digunakan dalam KLT adalah bahan penyerap. Penyerap 





turunannya. Dua sifat yang penting dari penyerap adalah besar partikel dan 
homogenitasnya, karena adhesi terhadap penyokong sangat tergantung pada hal 
tersebut. Semakin kecil ukuran rata-rata partikel fase diam dan semakin sempit 
kisaran ukuran fase diam, maka semakin baik kinerja KLT dalam hal efisiensinya 
dan resolusinya (Rohman, 2007). 
Pemilihan fasa gerak yang tepat merupakan  langkah yang sangat penting 
untuk keberhasilan analisis dengan KLT. Umumnya fasa gerak dalam KLT 
ditemukan dengan coba-coba dan jarang sekali yang didasarkan pada pengetahuan 
yang mendalam. Sifat-sifat pelarut pengembang juga merupakan faktor dominan 
dalam penentuan mobilitas komponen-komponen campuran. Umumnya kemampuan 
suatu pelarut pengembang untuk menggerakkan senyawa pada suatu adsorben 
berhubungan dengan polaritas pelarut (Atun, 2014).  
Bercak pemisahan pada KLT umumnya merupakan bercak yang tidak 
berwarna. Berikut adalah cara-cara kimiawi untuk mendeteksi bercak (Rohman, 
2007): 
1. Menyemprot lempeng KLT dengan reagen kromogenik yang akan bereaksi 
secara kimia dengan seluruh solut yang mengandung gugus fungsional tertentu 
sehingga bercak menjadi berwarna. Kadang-kadang lempeng dipanaskan terlebih 
dahulu untuk mempercepat reaksi pembentukan warna dan intensitas warna 
bercak 
2. Mengamati lempeng di bawah lampu UV 254 atau 366 untuk menampakkan 
solut sebagai bercak yang gelap atau bercak yang berfluoresensi terang pada 





3. Menyemprot lempeng dengan asam sulfat pekat atau asam nitrat pekat lalu 
dipanaskan untuk mengoksidasi solut-solut organik yang akan nampak sebagai 
bercak hitam sampai kecoklat-coklatan 
4. Memaparkan lempeng dengan uap iodium dalam chamber tertutup 
5. Melakukan scanning pada permukaan lempeng dengan sitometer, suatu 
instrumen yang dapat mengukur intensitas radiasi yang direfleksikan dari 
permukaan lempeng ketika disinari dengan lampu UV atau lampu sinar tampak. 
Parameter pada KLT yang digunakan untuk identifikasi adalah nilai Rf 
(retentition factor). Dua senyawa dikatakan identik jika mempunyai nilai Rf yang 
sama jika diukur pada kondisi KLT yang sama. Harga Rf ditentukan oleh jarak 
rambat senyawa dari titik awal dan jarak rambat fase gerak dari titik awal. Penentuan 
harga Rf adalah sebagai berikut: 
 
Rf 
                                                                           
                                                                
 
(Rohman, 2007). 
M. Isolasi  
Isolasi merupakan suatu cara untuk mengambil satu senyawa aktif yang 
terdapat di dalam tanaman untuk mengetahui senyawa yang berkhasiat dalam 
tumbuhan. Pekerjaan isolasi membutuhkan keterampilan dan pengalaman dalam 
memadukan berbagai teknik pemisahan. Untuk mendapatkan senyawa murni 
biasanya peneliti menggunakan beberapa teknik ekstraksi dan kromatografi. Langkah 
pertama yang biasanya dilakukan dalam isolasi senyawa organik bahan alam adalah 
ekstraksi sampel menggunakan pelarut organik. Ada beberapa metode ekstraksi 
sampel bahan alam, antara lain maserasi, infusdasi, digesti, perkolasi dan soxletasi. 





alam adalah pemisahan komponen-komponen yang terdapat dalam ekstrak tersebut. 
Teknik yang banyak digunakan adalah kromatografi. Pada kromatografi, komponen-
komponennya akan dipisahkan antara dua buah fase yaitu fase diam dan fase gerak 
(Atun, 2014).  
Hasil pemisahan secara kromatografi selanjutnya diperoleh fraksi-fraksi yang 
ditampung dalam botol atau tabung dan dianalisis secara kromatografi lapis tipis 
(KLT), yang biasa disebut kromatogram. Kromatogram yang diperoleh selanjutnya 
dianalisis dengan lampu UV pada panjang gelombang 254 atau 356 nm atau 
disemprot dengan reagen warna. Salah satu reagent warna yang banyak digunakan 
antara lain serium sulfat yang dapat mendeteksi hampir semua senyawa bahan alam, 
maupun reagen yang khusus seperti Lieberman Burchard untuk mendeteksi terpenoid 
dan steroid. Fraksi-fraksi yang telah dinalisis secara KLT selanjutnya dikelompokkan 
berdasarkan jumlah senyawa maupun Rf-nya yang sama digabungkan untuk 
dianalisis lebih lanjut.Pemisahan dianggap cukup apabila sudah diperoleh fraksi yang 
menunjukkan noda tunggal pada beberapa uji KLT dengan menggunakan berbagai 
variasi eluen yang berbeda. Adanya noda tunggal pada beberapa uji KLT tersebut 
menunjukkan bahwa sudah diperoleh senyawa dengan tingkat kemurnian tinggi 
(Atun, 2014).  
N. Tinjauan Islam Mengenai Riset Dan Pengobatan 
 Kehidupan manusia begitu kompleks akan terasa mudah dan ringan bila umat 
manusia berpegang teguh pada ajaran agama Islam. Peradaban Islam dikenal sebagai 
perintis dalam bidang farmasi. Para ilmuwan Muslim pada kejayaan Islam sudah 
berhasil menguasai riset ilmiah mengenai komposisi, dosis, penggunaan, dan efek 





masyarakat muslimpun tercatat sebagai peradaban pertama yang memiliki apotek 
atau toko obat (Masood, 2009).  
Terkait dengan riset ilmiah, Allah Swt telah menerangkan dalam Al-qur’an 
surah Al-Alaq/96: 1-5 
 ََقلَخ يِذَّلٱ َِّكبَر ِنۡسٱِب ۡأَزۡقٱ١   ٍَقلَع ۡنِه َن ََٰسن ِۡلۡٱ ََقلَخ٢   ُمَزَۡكۡلۡٱ َكُّبَرَو ۡأَزۡقٱ٣   َِنَلقۡلٱِب َنَّلَع يِذَّلٱ٤ 
 َۡنلَۡعي ۡنَل اَه َن ََٰسن ِۡلۡٱ َنَّلَع٥   
Terjemahnya: 
 Bacalah dengan (menyebut) nama Tuhanmu yang menciptakan. Dia telah 
menciptakan manusia dari segumpal darah. Bacalah, dan Tuhanmulah Yang 
Mahamulia. Yang mengajar manusia dengan pena. Dia mengajarkan manusia apa 
yang diketahuinya. (Kementrian Agama, 2013).  
Dari ayat tersebut, Allah memerintahkan manusia membaca (mempelajari, 
meneliti, dan sebagainya) apa saja yang telah Ia ciptakan, baik ayat-ayatNya yang 
tersurat (qauliyah), yaitu Al-Qur’an, dan ayat-ayatNya yang tersirat, maksudnya 
alam semesta (kauniyah). Membaca itu harus dengan nama-Nya, artinya karena Dia 
dan mengharapkan pertolongan-Nya. Dengan demikian, tujuan membaca dan 
mendalami ayat-ayat Allah itu adalah diperolehnya hasil yang diridai-Nya, yaitu ilmu 
atau sesuatu yang bermanfaat bagi manusia (Kementrian Agama, 2009).  
Sebagai kesimpulan dari tafsir di atas yaitu bahwa umat manusia, apalagi 
umat Islam, harus mengembangkan kemampuan baca tulis untuk memahami seluruh 
ayat Allah, baik qauliyah maupun kauniyah. Membaca dan mendalami ayat-ayat 
Allah harus karena Dia dan dengan meminta bantuan-Nya, supaya ilmu yang 
dihasilkan bermanfaat bagi manusia. Membaca atau meneliti ayat-ayat itu harus 
dilakukan berkali-kali, artinya secara terus-menerus, supaya terus-menerus pula 





Dalam dunia kesehatan, jika suatu penyakit menyerang, manusia dianjurkan 
untuk mencari pengobatan apakah itu menggunakan obat tradisional maupun obat 
sintetik karena berobat adalah salah satu bentuk usaha mencapai kesembuhan 
(Masood, 2009). 
 ِالل ِنْذِِإب َأََرب ِءاَّدلا ُءاََود َبْيُِصأ َاذَِإف ،ٌءاََود ٍءَاد ِّلُكِل  
 
Terjemahnya: 
Dari Jabir bin Abdillah; bahwa Rasulullah bersabda, “Setiap Penyakit ada obatnya. 
Jika sesuai antara penyakit dan obatnya, maka akan sembuh dengan izin Allah” 
(H.R. Imam Muslim 2204) 
 Hadist tersebut menjelaskan bahwa semua penyakit memiliki obat, dan obat 
yang diberikan sesuai dengan penyakitnya. Oleh karena itu manusia harus senantiasa 
berusaha dan mecari tahu, meneliti obat untuk memperoleh pengobatan yang sesuai. 
Namun, tidak lupa bahwa kesembuhan dari suatu penyakit hanya karena izin Allah 
swt.  
Dalam pengobatan Islam, dianjurkan untuk tidak melakukan pengobatan yang 
membawa kemudharatan dan menimbulkan masalah baru seperti merusak tubuh. 
Terlebih bila pengobatan tersebut bisa mengakibatkan pelakunya jatuh dalam jurang 
kekafiran. Oleh karena itu, dalam kitab Thibbun Nabawi dianjurkan semampu 
mungkin umat manusia menjaga  kesehatan tubuh secara jasadi dan rohani dengan 
berpegang teguh pada tuntutan syariat Islam dan landasan normatif (Yazid, 2011).  
Tumbuhan yang bermacam-macam jenisnya dapat digunakan sebagai obat 
penyakit dan merupakan anugrah Allah swt, karena Allah swt tidak memberi 
penyakit tanpa disertai dengan obat (penyembuhannya). Inilah yang harus manusia 





Hal tersebut sinergis dengan firman Allah swt dalam surah asy-Syu’ara/26:7 
 
 ٍميِرَك ٖجۡوَز ِّلُك نِم اَهِيف اَنَۡتبَۢنأ ۡمَك ِضَۡرۡلۡٱ ىَِلإ ْاۡوََري َۡمل ََوأ٧   
Terjemahnya: 
 Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, betapa banyak Kami 
tumbuhkan di bumi berbagai macam pasangan (tetumbuhan) yang baik? 
(Kementrian Agama, 2013). 
 Kata ىَِلإ ke pada firman-Nya di awal ayat ini:  ِضَۡرۡلۡٱ َىِلإ ْاۡوََري َۡمل ََوأ  apakah 
mereka tidak melihat ke bumi merupakan kata yang mengandung makna batas akhir. 
Ia berfungsi memperluas arah pandangan hingga batas akhir. Dengan demikian, ayat 
ini mengundang manusia untuk mengarahkan pandangan hingga batas 
kemampuannya sampai seantero bumi, dengan aneka tanah dan tumbuhannya dan 
aneka keajaiban yang terhampar pada tumbuh-tumbuhannya. 
Kata  ميِرَك ٖجۡوَز  berarti pasangan baik. Pasangan yang dimaksud ayat ini 
adalah pasangan tumbuh-tumbuhan yang baik karena tumbuhan muncul di celah-
celah tanah yang terhampar di bumi. Dengan demikian, ayat ini mengisyaratkan 
bahwa tumbuh-tumbuhan pun memiliki pasang-pasangan yang baik guna 
pertumbuhan dan perkembangannya. Yang jelas, setiap tumbuhan memiliki 
pasangannya dan itu dapat terlihat kapan saja bagi siapa yang ingin menggunakan 
matanya. Karena itu, ayat di atas memulai dengan pertanyaan apakah mereka tidak 
melihat, pertanyaan yang mengandung unsur keheranan terhadap mereka yang tidak 
mengfungsikan matanya untuk melihat bukti yang sangat jelas itu (Shihab, 2002) 
Allah swt memberi sebuah legalitas dan bersifat perintah pada manusia untuk 





meneliti, hingga menemukan hasil yang berupa manfaat dan kegunaan dari tumbuhan 
yang ada.  
 Konsep pengobatan dalam Islam adalah menggunakan obat yang halal dan 
baik. Ada hal yang penting dari apa yang disampaikan Rasulullah saw, bahwa tidak 
mungkin obat-obat yang digunakan seseorang adalah sesuatu yang haram, karena 
pastinya ketika Allah menciptakan suatu penyakit, Allah juga menurunkan obatnya, 
namun karena Allah Maha Suci (al-Quddus), tidaklah mungkin Allah akan 
menurunkan penawarnya dari benda yang haram.  
 Hal ini patut menjadi perhatian, karena perihal halal haram menjadi sautu hal 
yang sangat penting dalam Islam yang bisa membuat amalan seseorang tidak 
diterima oleh Allah swt karena permasalahan obat yang diminum. Selain itu, suatu 
obat selain halal juga baik, antara lain tidak membawa mudharat yang akan 
mencacatkan tubuh atau berbau takhayul, bid’ah, dan khurafat.  
 Islam sangat menghargai bentuk-bentuk pengobatan yang didasari  oleh ilmu 
pengetahuan, penelitian, dan eksperimen ilmiah. Oleh karena itu setiap pengobatan 
hendaklah ditangani oleh para ahlinya. 
 Dalam penelitian ini, ditemukan spesies tanaman pedada (Sonneratia 
caseolaris L yang diduga sebagai obat antikanker yang nantinya dapat dimanfaatkan 
oleh manusia. 
 Dikenal beberapa cara pengobatan dalam Islam untuk menyembuhkan 
penyakit. Diantaranya, penyembuhan dengan air, bekam, do’a, dan obat-obat 
tradisional. 
 Di samping itu, bahan-bahan tradisional juga bisa digunakan sebagai obat. 
Karena memang sudah turun-temurun digunakan oleh masyarakat dan biasa 





 Semua yang diciptakan Allah swt memiliki manfaat, termasuk tumbuh-
tumbuhan. Untuk Pemanfaatan tumbuhan tersebut, diperlukan ilmu dan pengalaman 
(teoritis dan empiris) dengan penelitian dan eksperimen. Salah satunya dalam 
pemanfaatannya sebagai obat. 
 Bila dilihat kembali tentang hukum mempelajari ilmu pengobatan tradisional 
bahwa para ahli pengobatan tradisional dari masa ke masa telah melakukan 
eksperimen terhadap obat-obatan. Mereka merujuk dari berbagai buku medis yang 
disusun oleh para pakar pengobatan. Ini termasuk satu cabang ilmu diantara berbagai 
ilmu yang sangat banyak. Sekelompok orang memang ada yang menjadi tenaga ahli 
dalam pengobatan semenjak masa kenabian, juga sebelum itu dan sesudahnya.  
 Mereka mengetahui formula obat-obatan dan penggunaannya. Diiringi 
dengan keyakinan bahwa obat itu hanya penyebab perantara kesembuhan saja, sebab 
Allah yang menjadikan (kesembuhan) semua itu. Oleh karena itu, hukumnya boleh 
















A. Jenis dan Lokasi penelitian 
1. Jenis Penelitian 
Jenis Jenis penelitian ini yaitu menggunakan analisis eksperimental untuk uji 
toksisitas senyawa aktif dari bahan alam untuk mencari obat baru secara in vitro  
2. Lokasi Penelitian 
 Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Biologi Farmasi Fakultas 
Kedokteran dan Ilmu Kesehatan Universitas Islam Negeri Alauddin Makassar dan 
Departemen Parasitologi Fakultas Kedokteran Universitas Gadjah Mada Yogyakarta. 
B. Pendekatan Penelitian 
 Pendekatan penelitian yang digunakan yaitu pendekatan eksperimental. 
C. Populasi dan Sampel 
1. Populasi 
Populasi penelitian ini adalah Pedada (Sonneratia caseolaris L.)  
2. Sampel 
 Sampel yang digunakan adalah Daun pedada (Sonneratia caseolaris L.). yang 
diperoleh dari Jalan Sukawati, Kabupaten Pangkep. 
D. Alat dan Bahan 
1. Alat.  
Alat-alat yang digunakan adalah botol duran 100 ml, conical tube, counter, 
culture dish, desikator, ELISA plate reader (Benchmark®), hemocytometer 
(Neubauer®) ,Inkubator CO2 5% (Heraeus®), kamera digital, kulkas, Laminar air 
flow (Labconco®), mikropipet 1 ml, mikropipet 20μl, 200μl dan 1000μl (Gilson®), 





pasteur, pompa vakum, rak tabung, rotary evaporator (Heidolph®), sentrifuge, stiker 
label, syringe filter 0,2 μm, tabung eppendorf, tabung falcon 15 ml dan 50 ml, tabung 
konikal steril, tabung reaksi kecil, timbangan analitik (sartorius®), Tip 100 μl dan 
1000 μl, vortex (Barnstead®), waterbath, dan alat-alat gelas serta alat praktikum 
penunjang lain.  
2.  Bahan 
     Bahan yang digunakan adalah aluminium foil, aquades, cisplatin, daun 
pedada, DMSO, etanol 96 %, etil asetat,  HCl, n-heksan, Hepes (N-2-
hydroxyethilpiperazine-2-ethanesulfonic acid), kloroform, media DMEM dengan 
fetal bovine serum (FBS) 10%, methanol, MTT {[3-(4,5-dimetil tiazol 2-yl)-2,5-
difenil tetrazolium bromida]}, Natrium bikarbonat (NaHCO3), PBS, penisilin-
streptomisin 1%, sel kanker hela, Silica gel, Sodium Dodecyl Sulphate 
(SDS),Tripisin-EDTA (0,25%).  
E. Prosedur Kerja 
1. Penyiapan Sampel (ekstrak daun Pedada) 
a. Pengambilan Sampel 
Sampel penelitian yang digunakan adalah daun pedada (Sonneratia 
caseolaris L.). Pengambilan sampel dilakukan pada pukul 09.00 WITA. Daun yang 
digunakan adalah seluruh daun yang tidak rusak, tidak berjamur dan tidak berwarna 
kuning atau terlalu tua. 
b. Pengolahan Sampel 
Sampel yang telah diambil kemudian disortasi basah untuk memisahkan 
sampel dari kotoran-kotoran atau bahan asing lainnya. Kemudian sampel dicuci 
dengan air bersih untuk menghilangkan tanah atau pengotor lainnya yang melekat 





diangin-anginkan, terlindung dari sinar matahari kemudian diserbukkan hingga 
menjadi simplisia. 
2.  Ekstraksi Sampel (Maserasi Bertingkat) 
 Sampel daun Pedada (Sonneratia caseolaris L.) yang telah kering ditimbang 
sebanyak 600 g untuk di maserasi menggunakan 3 pelarut yaitu n-heksan, etil asetat, 
dan etanol 96%. serbuk daun pedada dimaserasi dengan n- heksan sambil diaduk, 
selama lebih kurang 5 jam. Maserat dibiarkan semalaman, kemudian diaduk kembali 
selama lebih kurang 4 jam. Maserat di saring, filtrate dipekatkan dalam rotavapor, 
ampas dimaserasi kembali dengan n-heksan dan dibiarkan semalaman dengan 
sesekali aduk, perlakuan diulang sebanyak 3 kali. Maserasi dengan n-heksan 
dihentikan. Maserat disaring, filtrat dipekatkan. Ampas dari maserat pertama n-
heksan dimaserasi dengan etil asetat sambil diaduk, selama lebih kurang 5 jam. 
Maserat dibiarkan semalaman, kemudian diaduk kembali selama lebih kurang 4 jam. 
Maserat disaring, filtrate dipekatkan dalam rotavapor, ampas dimaserasi kembali 
dengan etil asetat dan dibiarkan semalaman dengan sesekali aduk, perlakuan diulang 
sebanyak 3 kali. Maserasi dengan etil asetat dihentikan. Maserat disaring, filtrat 
dipekatkan. Ampas dari maserat kedua etil asetat dimaserasi dengan etanol sambil 
diaduk, selama lebih kurang 5 jam. Maserat dibiarkan semalaman, kemudian diaduk 
kembali selama lebih kurang 4 jam. Maserat disaring, filtrate dipekatkan dalam 
rotavapor, ampas dimaserasi kembali dengan etanol dan dibiarkan semalaman 
dengan sesekali diaduk, perlakuan diulang sebanyak 3 kali. Maserasi dengan etanol 
dihentikan. Maserat disaring, filtrat  dipekatkan. Ampas dari maserat ketiga etanol 
direfluks dengan air. Kemudian saring dan keringkan. 
3.   Kromatografi Lapis Tipis 





 Cairan pengelusi yang digunakan dimasukkan ke dalam chamber sebanyak 4 
ml, kemudian diberi kertas saring. Kejenuhan chamber ditandai dengan naiknya 
cairan pengelusi pada kertas saring hingga melewati kaca penutup. 
b. Penotolan Sampel pada Lempeng 
Ekstrak teraktif dari sampel ditotolkan pada lempeng bagian batas bawahnya. 
Lempeng dielusi dengan eluen dalam chamber, sampai cairan pengelusi mengelusi 
lempeng sampai batas atas. Lempeng dikeluarkan dan diangin-anginkan, lempeng 
siap untuk diamati penampakan nodanya. 
c. Penampakan Noda pada Lampu UV 254 nm dan 366 nm. 
Lempeng yang telah dielusi diamati penampakan noda yang terbentuk 
dibawah sinar lampu UV 254 nm dan 366 nm. 
d. Penampakan Noda dengan Serium Sulfat 
Setelah diamati di bawah lampu UV, lempeng disemprot dengan larutan 
serium sulfat, kemudian dipanaskan pada pemanas listrik.  
4.  Fraksinasi 
Ekstrak etanol ditimbang sebanyak 15 gram, kemudian difraksinasi dengan 
menggunakan kromatografi kolom. Kolom kromatografi disiapkan dengan membuat 
bubur silika yang dimasukkan ke dalam kolom kromatografi secara perlahan-lahan. 
Ekstrak dilarutkan dengan pelarutnya lalu dihomogenkan dengan selit kemudian 
dimasukkan ke dalam kolom. Kemudian dibuat sistem fase gerak dengan gradien 
kepolaran yang semakin meningkat yaitu berturut-turut heksan : etil asetat {(10:1), 
(7:1), (5:1), (3:1), (1:1)}, kloroform, kloroform:metanol {(10:1), (5:1), (3:1), (1:1)}, 
metanol. Langkah pertama dilakukan dengan mengaliri kolom, pelarut yang menetes 





nomor. Penggantian gradient fase gerak dilakukan ketika fase gerak gradien 
sebelumnya telah habis digunakan untuk mengaliri kolom.  
Fraksi-fraksi hasil pengoloman ditampung dan kemudian diuapkan. Seluruh 
fraksi yang diperoleh diidentifikasi dengan kromatografi lapis tipis (KLT) dengan 
eluen heksan : etil (5:1), kloroform : metanol (10:1). Kemiripan bercak yang timbul 
pada lempeng dapat diamati baik secara langsung maupun dibawah sinar UV 254 nm 
dan UV 366 nm. Fraksi yang mempunyai kemiripan bercak dijadikan satu. Fraksi 
yang teraktif di dilakukan kembali kromatografi kolom ke 2  hingga diperoleh isolat 
murni. Fraksi ditimbang 500 mg, kromatografi kolom disiapkan dengan membuat 
bubur silika yang dimasukkan ke dalam kolom secara perlahan. Kemudian di buat 
eluen klorofom : methanol (5:1). Selanjutnya pelarut yang menetes dari kolom 
ditampung dalam vial yang sebelumnya telah ditimbang dan diberi nomor. Fraksi-
fraksi pengoloman ditampung dan kemuadian diuapkan. Seluruh fraksi yang 
diperoleh diidentifikasi dengan kromatografi lapis tipis. Dengan eluen kloroform : 
methanol (5:1) dan diamati penampakan noda dibawah lampu UV 254 nm dan 366 
nm. Untuk melihat adanya isolat. Kemudian di identifikasi senyawa dengan 
Spektrofotometri IR. 
5. Identifikasi Golongan Senyawa 
Hasil Fraksi ditotolkan pada lempeng KLT kemudian dielusi dengan eluen 
kloroform:metanol (10:1). Kromatogramnya diamati di bawah UV 254 dan 366 nm 
kemudian disemprot dengan menggunakan pereaksi penampak noda antara lain 
sebagai berikut : 
a. Alkaloid 
 Pereaksi yang digunakan yaitu Dragendorf, jika sampel positif mengandung 






 Pereaksi yang digunakan Liebermann-Burchard atau pereaksi Salkowski. 
Kromatogram terlebih dahulu dipanaskan, kemudian diamati di lampu UV 366 nm, 
munculnya noda berflouresensi coklat atau biru menunjukkan adanya triterpen, 
sedangkan munculnya warna hijau kebiruan menunjukkan adanya steroid. 
c. Flavanoid 
 Pereaksi yang digunakan yaitu Aluminium Klorida diamati di lampu UV 366 
nm, jika sampel mengandung senyawa flavanoid maka noda akan berfluoresensi 
kuning. 
d. Fenol 
 Pereaksi yang digunakan Besi (III) Klorida, jika sampel positif mengandung 
fenol akan dihasilkan warna hijau atau biru. 
e. Khumarin 
Pereaksi yang digunakan KOH etanolik, jika sampel positif mengandung 
senyawa khumarin akan dihasilkan warna merah terang. 
6.   Pembuatan Media Kultur 
    Bubuk DMEM di masukkan ke dalam 800 ml aquades, kemudian 
ditambahkan  2 gram 4-(2-hydroxyethyl)-1 piperazineethanesulfonic acid (HEPES) 
dan 2 gram NaHCO3. Ditambahkan aquades sampai volume 1 L. Campuran 
dihomogenkan dengan cara diaduk kemudian pH diukur pada 7,2-7,4 dengan cara 
penambahan 1M NaOH atau 1M HCl. Sterilisasi dilakukan dengan cara menyaring 
menggunakan saringan membran 0,2 µm, selanjutnya ditambahkan fungsion 0,5%, 







7.  Panen Sel  
Mula-mula dilakukan panen sel. Diambil sel dari tangki nitrogen cair, amati 
kondisi sel. Panen sel dilakukan setelah sel 80% konfluen. Dibuang media dengan 
menggunakan mikropipet. Dicuci sel sebanyak 2 kali dengan PBS (volume PBS 
adalah ±½ volume media awal). Ditambahkan tripsin-EDTA (tripsin 0,25%) secara 
merata dan diinkubasi di dalam inkubator selama 3 menit. Ditambahkan media ± 5 
ml untuk menginaktifkan tripsin. Diamati keadaan sel di mikroskop. Ditransfer sel 
yang telah lepas satu-satu ke dalam conical steril baru. Resuspensi sel di conical tube 
dari hasil panen. Diambil 10 µl panenan sel dan dipipetkan ke haemocytometer. 
Dihitung sel di bawah mikroskop inverted dengan bantuan counter. Dilakukan 
transfer sejumlah sel yang diperlukan ke dalam conical lain dan ditambahkan media 
komplit sesuai konsentrasi yang dibutuhkan. Jika sudah siap, ditransfer sel ke dalam 
sumuran, masing-masing 100 µl. Sisakan 3 sumuran kosong untuk kontrol media. 
Diamati keadaan sel di mikroskop inverted untuk melihat distribusi sel dan 
didokumentasikan. Diinkubasi 24 jam.  
8. Preparasi Sampel dan Treatment 
Larutan Uji dibuat dengan melarutkan 10  mg ekstrak n-heksan, etil asetat, 
etanol, air dan isolat  dalam 200 µl DMSO sehingga diperoleh stok 50.000 ppm. Dari 
larutan stok dibuat seri konsentrasi 200 µg/ml;  100 µg/ml; 50 µg/ml; 25 µg/ml;  
dalam media kultur DMEM untuk uji sitotoksik. Pekerjaan ini dilakukan di LAF. 
Diambil plate dari inkubator CO2 untuk dibawa ke LAF. Dibuang media sel 
(balikkan plate 180°) di atas tempat buangan dengan jarak 10 cm, kemudian tekan 
plate secara perlahan di atas tisu untuk meniriskan sisa cairan. Dimasukkan seri 
konsentrasi sampel ke dalam sumuran (triplo). Inkubasi di dalam inkubator CO2 





9.  Uji Sitotoksik MTT  
Menjelang waktu akhir inkubasi, dokumentasikan kondisi sel untuk setiap 
perlakuan (foto dahulu). Buang media sel, tambahkan reagen MTT 100 µl ke setiap 
sumuran, termasuk kontrol media (tanpa sel). Inkubasi sel selama 2-4 jam di dalam 
inkubator (sampai terbentuk formazan). Periksa kondisi sel dengan mikroskop 
inverted. Jika formazan telah jelas terbentuk, tambahkan stopper SDS 10% . 
Pekerjaan tidak perlu dilakukan di dalam LAF. Bungkus plate dengan kertas atau 
aluminium foil dan inkubasikan di tempat gelap (suhu ruangan) semalam (jangan 
diiletakkan di inkubator). Selanjtnya pembacaan absorbansi, hidupkan ELISA reader, 
tunggu proses progressing hingga selesai. Baca absorbansi masing-masing sumuran 
dengan ELISA reader pada panjang gelombang 595 nm tekan tombol START. 
Matikan ELISA reader. Simpan dan tempel kertas hasil ELISA pada LOG BOOK.  
Kemudian hitung % inhibisi dengan rumus: 
 
%Inhibisi = 
                                            
                                             
        
10.  Analisis Data 
Data diolah dengan menggunakan analisis Probit untuk mendapatkan nilai 











HASIL DAN PEMBAHASAN 
A. Hasil Penelitian 
1. Ekstraksi Daun Pedada (Sonneratia caseolaris L.) 
Tabel 1. Hasil ekstraksi daun pedada  (Sonneratia caseolaris L.) 
Simplisia 600 g Bobot Ekstrak % Rendamen 
n-Heksan 8,3 gr 1,38% 
Etil Asetat 19,05 gr 3,175% 
Etanol 96% 24 gr 4% 
Air 4,15 gr 0.69% 
2. Identifikasi KLT 
      Tabel 2. Hasil identifikasi KLT ekstrak etanol daun pedada  (Sonneratia 
caseolaris L.)  
3. Fraksinasi Sampel 
 Tabel 3. Hasil fraksinasi daun pedada  (Sonneratia caseolaris L.) 




1 F1 1-15 130 mg 
2 F2 16-32 90 mg 
3 F3 33-73 100 mg 
4 F4 74-83 70 mg 




UV 254 nm UV 366 nm 
Perbandingan 


















6 F6 117-134 100 mg 
 
7 F7 135-193 390 mg  
8 F8 194-208 80 mg  
9 CF1 209-219 80 mg Kromatografi 
10 CF2 220-239 400 mg Kolom I 
11 CF3 240-285 650 mg  
12 CF4 286-365 650 mg  
13 CF3A 1-15 30 mg Kromatografi 
14 CF3B 16-32 20 mg Kolom II 
4. Identifikasi Senyawa Kimia 
Fraksi CF3 yang memiliki toksisitas tertinggi selanjutnya diidentifikasi 
dengan berbagai pereaksi sebagai berikut : 
Tabel 4. Hasil identifikasi komponen kimia daun pedada (Sonneratia 
caseolaris)  
No. Pereaksi Jenis Senyawa Hasil 
1. Dragendorf Alkaloid - 
2. AlCl3 Flavonoid + 
3. Lieberman-Bouchard Steroid + 
4. KOH Khumarin - 
5. FeCl3 Fenol + 
6.  H2SO4 Senyawa organic + 
5. Uji Sitotoksik Sel Hela 
 Tabel 5. Hasil Uji Sitotoksik Metode MTT Sel Hela 



















      
100 2 75,6209 5,67 
50 1,6989 87,3965 6,13 






















        
      
100 2 92,7322 6,41 
50 1,6989 96,8721 6,75 
25 1,3979 99,4480 7,33 

















      
100 2 74,0570 5,64 
50 1,6989 97,7920 6,88 
25 1,3979 98,8040 7,05 

















      
      
100 2 87,4885 6,13 
50 1,6989 93,4682 6,48 
25 1,3979 84,9162 5,99 
















= 0, 4736 
760,326 
      
100 2 30,082 4,75 
50 1,6989 30,358 4,75 
25 1,3979 38,5464 4,69 


















      
100 2 82,3367 5,92 
50 1,6989 84,8206 5,81 
25 1,3979 84,0846 5,81 
6. Identifikasi Senyawa  
.               Tabel 6. Hasil identifikasi isolat dengan spektrofotometri IR 


































Eter,    
Asam Karboksilat 
4. 827,75 900-800 C=C Cincin Aromatik 
B. Pembahasan 
Kanker adalah suatu penyakit sel yang ditandai dengan hilangnya fungsi 
kontrol sel terhadap regulasi daur sel maupun fungsi homeostatis sel pada organisme 
multiseluler. Dengan kegagalan tersebut, sel tidak dapat berproliferasi secara normal. 
Akibatnya, sel akan berproliferasi terus-menerus sehingga menimbulkan 
pertumbuhan jaringan yang abnormal (Sugiyarto, 2013). 
Kanker leher rahim atau serviks adalah penyakit yang disebabkan oleh proses 
keganasan yang terjadi pada serviks atau mulut rahim. Penyebab kanker serviks 
diketahui adalah virus HPV (Human Papilloma Virus). Kanker serviks merupakan 
salah satu penyakit yang banyak mengakibatkan kematian. Usaha penyembuhan 
kanker serviks melalui pembedahan kemoterapi dan radioterapi pada umumnya 
belum mampu memberikan hasil yang efektif. Hal ini mengakibatkan banyak 
dijumpai cara pengobatan alternatif antara lain menggunakan bahan dari alam. Salah 
satu bahan yang berpotensi sebagai anti kanker berdasarkan beberapa temuan 
sebelumnya adalah daun pedada (Sonneratia caseolaris L.) 
Daun pedada diambil dengan cara dipetik langsung, diambil daun yang belum 
menguning, tidak termakan ulat, dan diperkirakan sudah cukup tua sehingga 
diharapkan kandungan zat aktif dalam daun tersebut sudah cukup banyak. Sampel 
yang telah diperoleh disortasi, setelah itu dicuci dengan air mengalir. Setelah itu 





potong kecil untuk memudahkan dalam proses pengeringan.Setelah sampel kering, 
selanjutnya sampel akan diekstraksi.  
Ekstraksi dilakukan dengan metode maserasi bertingkat menggunakan pelarut 
n-heksan, etil asetat, etanol dan air. Prinsip dari metode maserasi adalah penyarian 
komponen zat aktif dari simplisia, dengan cara merendam serbuk simplisia dalam 
cairan penyari. Cairan penyari akan masuk ke rongga sel menembus dinding sel dan 
melarutkan zat aktif yang ada dalam sel. Karena perbedaan konsentrasi zat aktif  di 
dalam dan di luar sel menyebabkan terjadinya difusi zat aktif yang ada dalam sel 
akan keluar sel. Demikian seterusnya sampai terjadi kesetimbangan  (Ditjen POM, 
2000). Maserasi bertingkat ini bertujuan agar ekstrak yang didapatkan terpisah antara 
ekstrak polar, ekstrak semi polar dan ekstrak non polar. Setelah dimaserasi kemudian 
sampel direfluks. Adapun prinsip dari metode refluks yaitu penarikan komponen 
kimia yang dilakukan dengan cara sampel dimasukkan ke dalam labu alas bulat 
bersama dengan cairan penyari lalu dipanaskan, uap-uap cairan penyari 
terkondensasi pada kondensor menjadi molekul-molekul cairan penyari yang akan 
turun kembali menuju labu alas bulat, demikian seterusnya berlangsung secara 
berkesinambungan sampai penyarian sempurna, refluks dilakukan selama 3-4 jam 
(Ditjen POM, 2000). Refluks ini bertujuan untuk menarik sisa-sisa komponen kimia 
yang belum tertarik oleh pelarut sebelumnya. 
Simplisia daun pedada  yang diekstraksi sebanyak 600 gram. Pertama-tama 
simplisia dimaserasi menggunakan cairan penyari n-heksan  selama 3x24 jam. 
Setelah itu sampel diangin-anginkan, bertujuan untuk menguapkan sisa cairan 
penyari yang terdapat pada sampel. Maserasi kedua menggunakan pelarut etil asetat 
selama 3x24 jam, setelah itu sampel diangin-anginkan kembali. Maserasi ketiga 





Setelah diangin-anginkan, sampel kemudian direfluks menggunakan cairan penyari 
aquades selama 4 jam. 
Setelah diperoleh ekstrak n-heksan, ekstrak etil asetat, dan ekstrak etanol 
yang cair maka dipekatkan dengan bantuan alat Rotary evaporator. Prinsip 
pemekatan ekstrak pada alat ini yaitu dengan cara memisahkan ekstrak dengan cairan 
penyarinya berdasarkan titik didihnya, sehingga akan didapatkan ekstrak yang lebih 
pekat atau ekstrak yang lebih kental. Sedangkan ekstrak air yang cair dipekatkan 
menggunakan water bath hingga didapatkan ekstrak yang lebih pekat. 
Berdasarkan pada Tabel 1. Hasil ekstraksi daun pedada (Sonneratia caseolari 
L.), ekstrak dari daun pedada yang diperoleh masing-masing yaitu ekstrak n-heksan 
sebanyak 8,3 gram, ekstrak etil asetat sebanyak 19,05 gram, ekstrak etanol 96% 
sebanyak 24 gram, ekstrak air sebanyak 4,15 gram. 
Selanjutnya pencarian profil KLT ekstrak etanol. Prinsip  dari KLT yaitu 
perpindahan analit pada fase diam  karena pengaruh fase gerak (Rohman, 2007). Jika 
pada penampakan noda belum didapat atau jika posisi noda yang terlalu ke atas maka 
kepolaran eluen diturunkan atau jika posisi noda terlalu dibawah maka kepolaran 
eluen perlu ditingkatkan. Ekstrak  ditotolkan pada lempeng, selanjutnya lempeng 
dielusi dalam chamber yang telah jenuh. Penjenuhan chamber ini dimaksudkan agar 
proses elusi dari eluen hanya berasal dari eluen dari dasar chamber dan bukan dari 
eluen yang menguap jika chamber tidak jenuh. Setelah itu lempeng dimasukkan 
dalam chamber yang telah dijenuhkan. 
 Setelah lempeng dielusi, lempeng dikeluarkan dari chamber kemudian 
dibiarkan hingga mengering. Selanjutnya noda-noda pada lempeng diamati dibawah 
lampu UV 254nm, 366 nm kemudian disemprot dengan serium sulfat dan dipanaskan 





akan tampak berwarna gelap. Penampakan noda pada lampu UV 254 nm adalah 
karena adanya daya interaksi antara sinar UV dengan indikator fluoresensi yang 
terdapat pada lempeng. Pada UV 366 nm noda akan berflouresensi dan lempeng akan 
berwarna gelap. Penampakan noda pada lampu UV 366 nm adalah karena adanya 
daya interaksi antara sinar UV dengan gugus kromofor yang terikat oleh auksokrom 
yang ada pada noda tersebut. Sehingga noda yang tampak pada lampu UV 366 
terlihat terang karena silika gel yang digunakan tidak berfluororesensi pada sinar UV 
366 nm. Sedangkan penampakan noda oleh serium sulfat adalah karena bersifat 
reduktor sehingga dapat memutuskan ikatan rangkap yang akan mengakibatkan  
pergeseran panjang gelombang ke arah yang lebih panjang sehingga dapat terlihat 
oleh mata. 
Berdasarkan pada Tabel 2. Hasil identifikasi KLT ekstrak etanol daun pedada 
(Sonneratia caseolaris), pada penampak noda UV 254 nm tidak diperoleh noda. 
Sedangkan pada UV 366 nm diperoleh 5 noda nilai Rf-nya yaitu 0,84; 0,75; 0,62; 
0,51 dan 0,22. Nilai Rf dapat didefinisikan sebagai jarak yang ditempuh oleh pelarut 
dari titik asal. Oleh karena itu bilangan Rf selalu lebih kecil dari 1,0. Harga Rf 
terletak antara 0,2-0,8 untuk memaksimalkan pemisahan. 
 Selanjutnya yaitu fraksinasi dengan menggunakan kromatografi kolom (KK). 
Fraksinasi menggunakan ekstrak etanol. Ekstrak etanol dipilih karena berdasarkan 
penelitian sebelumnya, Menurut (Husniar, 2017) Ekstrak etanol daun pedada 
(Sonneratia caseolaris) memiliki aktivitas toksik terhadap Larva Udang (Artemia 
salina Leach) yang lebih besar dengan nilai LC50 28,18 μg/ml  dibandingkan dengan 
ekstrak n-heksan dengan nilai LC50 3.019 μg/ml, ekstrak etil asetat dengan nilai LC50 
53.703 μg/ml, dan ekstrak air dengan nilai LC50  138,03 μg/ml dan menurut (Nurdia, 





caseolaris L.). Penelitian ini Ekstrak etanol daun pedada (Sonneratia caseolaris L.) 
memiliki potensi Aktivitas peredaman radikal bebas yang sangat kuat , dibandingkan 
ekstrak n-Heksan, Etil asetat dan Air dengan metode DPPH. Isolat daun pedada 
(Sonneratia caseolaris L.) memiliki potensi Aktivitas peredaman radikal bebas yang 
sangat kuat dengan metode DPPH. Isolat daun pedada (Sonneratia caseolaris L.) 
memiliki potensi Aktivitas peredaman radikal bebas dengan metode DPPH, dengan 
nilai IC50 sebesar 45,85 ppm. Ekstrak etanol yang difraksinasi yaitu 15 gram, 
menggunakan fase diam silika gel 60PF254 dan fase gerak dengan gradien kepolaran 
yang semakin meningkat yaitu berturut-turut heksan : etil asetat {(10:1), (7:1), (5:1), 
(3:1), (1:1)}, kloroform, kloroform:metanol {(10:1), (5:1), (3:1), (1:1)}, metanol. 
Hasil fraksinasi tersebut selanjutnya dianalisis mengunakan metode kromatografi 
lapis tipis (KLT). Hal ini dilakukan dengan tujuan pengelompokan lebih lanjut 
terhadap fraksi-fraksi yang diperoleh berdasarkan kesamaan profil kandungan kimia 
dari bercak KLT yang terbentuk.  
 Berdasarkan pada tabel.3 Hasil fraksinasi ekstrak etanol daun pedada 
(Seonneratia caseolaris), diperoleh 12 fraksi. Fraksi CF3 merupakan Fraksi yang 
teraktif. Berdasarkan penelitian sebelumnya Fraksi CF3 dari hasil fraksinasi daun 
daun pedada (Sonneratia caseolaris L.)  lebih toksik terhadap larva udang Artemia 
salina Leach dengan nilai LC50 46,77 μg/ml dibandingkan fraksi lainnya (Husniar, 
2017). Fraksi teraktif selanjutnya di kromatografi kolom ke-2 untuk didapatkan 
senyawa yang tunggal atau senyawa murni.  
Berdasarkan tabel.6 dari hasil identifikasi senyawa dengan menggunakan 
spektrofotometri IR didapatkan 12 bilangan gelombang, dan senyawa yang terdapat 





Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui toksisitas ekstrak n-heksan, 
ekstrak etanol, ekstrak etil asetat, ekstrak air dan isolat daun pedada dan menentukan 
nilai IC50, yaitu konsentrasi suatu senyawa yang bisa menghambat pertumbuhan sel 
sebesar 50%.  
Uji sitotoksik terhadap sel kanker merupakan pengujian dasar yang umum 
pada obat antikanker maupun senyawa kemopreventif. Melalui parameter IC50, dapat 
dilihat potensi toksik senyawa/bahan yang diujikan. Salah satu metode umum yang 
digunakan untuk uji sitotoksisitas secara in vitro adalah metode MTT.  Sel yang 
digunakan dalam penelitian ini adalah sel hela.  
Untuk pengujian sel hela mula-mula ekstrak dan isolat daun pedada 
ditimbang sebanyak 10 mg dan dilarutkan menggunakan pelarut DMSO sebanyak 
200 µl, sehingga diperoleh larutan stok dengan konsentrasi 50.000 µg/ml. Dalam uji 
ini digunakan pelarut DMSO karena merupakan pelarut yang baik untuk ion 
anorganik maupun senyawa organik. DMSO sendiri mempunyai sifat sitotoksik pada 
konsentrasi tertentu tapi pada konsentrasi rendah DMSO relatif tidak memberikan 
pengaruh pada pertumbuhan sel. Penggunaan DMSO sebagai pelarut dalam berbagai 
konsentrasi relatif tidak berpengaruh pada cell viability T47D (Nurulita, 2005). Hal 
ini menunjukkan bahwa pada penelitian ini, kematian sel ataupun penghambatan 
pertumbuhan sel bukan akibat pengaruh DMSO melainkan karena pengaruh sampel 
uji yang digunakan dalam penelitian.  Larutan uji dibuat dengan konsentrasi  200; 
100; 50; 25 µg/ml.  
Panen sel adalah prosedur  dimana sel yang telah ditumbuhkan dalam 
media yang mengandung 10% Fetal Bovine Serum (FBS) sebagai sumber nutrisi, 
penisilin-streptomisin 0,25 % sebagai anti bakteri, dan media DMEM dan diinkubasi 





conical tube. Jadi, ketika sel telah konfluen (sel yang sudah berkembang dan dapat 
dipanen) selanjutnya dilepas dari plate tissue culture dengan teknik tripsinasi, yaitu 
sel dicuci dengan PBS 2-3 kali untuk menghilangkan media penumbuh yang 
sebelumnya ada dalam plate karena salah satu kandungan sel yang dipanen yaitu 
FBS dapat menghentikan kerja tripsin. Tripsin 0,025%  sebanyak 1 ml ditambahkan 
untuk melepaskan sel yang melekat pada plate. Selama 10 menit didiamkan dalam 
inkubator untuk memaksimalkan kerja tripsin, kemudian diamati sel yang lepas di 
bawah mikroskop. Sel yang lepas dipindahkan ke dalam tabung conical tube 15 ml, 
ditambahkan 5 ml media komplit (FBS 10%, penstrep 0,25% dan media DMEM) 
untuk memberikan nutrisi bagi sel dan menghindarkan dari kontaminan. Diambil 10 
µl dimasukkan ke dalam haemocytometer untuk mengetahui jumlah sel yang ada 
dalam 1 ml. Penghitungan sel pada saat pemanenan dilakukan dengan menggunakan 
haemocytometer dan dilihat di bawah mikroskop. Sel yang sehat ditandai dengan sel 
berbentuk bulat, berinti, dilindungi oleh dinding sel yang jernih dan bersinar di 
bawah mikroskop. Sedangkan sel yang mati tampak gelap dengan inti sel yang rusak. 
Jumlah sel yang digunakan adalah 5 x 10
3
 sel tiap sumuran. Jumlah total sel yang 
diperlukan untuk menanam 5 x 10
3
 sel yaitu 5x10
5
 sel, setiap sumuran akan di isi 100 
µl media komplit berisi sel,  maka total volume yang diperlukan untuk menanam sel 
yaitu10 ml. Suspensi sel dalam media komplit sebanyak 100 µl dimasukkan pada 
microplate 96 sumuran untuk ditumbuhkan lalu diinkubasi selama 24 jam dengan 
tujuan agar sel bisa beradaptasi dan menempel pada dasar plate. Setelah inkubasi, 
ditambahkan larutan uji setiap ekstrak dengan konsentrasi 200 µg/ml;  100 µg/ml; 50 
µg/ml;  25 µg/ml masing-masing sebanyak 100 µL dengan 3 replikasi. Selanjutnya 
media komplit sebanyak 100 µL ditambahkan pada 4 sumuran yang lain yang berisi 





diinkubasi pada 37°C dalam inkubator CO2 5% selama 24 jam untuk mengetahui 
efek senyawa terhadap penghambatan pembelahan sel hela. Setelah inkubasi selama 
24 jam, tampak banyak  kematian sel WiDr karena perlakuan sampel ekstrak dan 
isolat daun pedada’ dan dapat dilihat dari perubahan morfologi pada sel. Pada 
pengamatan di bawah mikroskop sel hidup tampak menempel di dasar plate dan 
berwarna terang, sedangkan sel mati terlepas dari dasar plate dan berwarna gelap.  
Selanjutnya pada masing-masing sumuran, ditambahkan 100 µL larutan 
MTT, dimana MTT akan diabsorbsi ke dalam sel hidup dan dipecah melalui reaksi 
reduksi oleh enzim reduktase dalam rantai respirasi mitokondria menjadi formazan. 
Sel diinkubasi kembali selama 4 jam dalam inkubator CO2 5% suhu 37°C untuk 
memaksimalkan kerja MTT.  
MTT adalah reagen  yang digunakan dengan tujuan untuk memudahkan 
pengamatan dalam penghitungan sel yang hidup. Reagen MTT merupakan garam 
tetrazolium yang sifatnya larut dalam air dengan menghasilkan larutan berwarna 
kuning. Prinsip dasarnya adalah kerja enzim mitokondria pada sel aktif yang 
memetabolisme garam tetrazolium, sehingga terjadi pemutusan cincin tetrazolium 
oleh enzim dehidrogenase yang menyebabkan tetrazolium berubah menjadi formazan 
yang tidak larut dalam air tapi larut dalam SDS 10 % dan berwarna ungu (Mostmann, 
1983).  
Intensitas warna ungu ini mempunyai korelasi langsung dengan jumlah 
sel yang hidup. Sedangkan sel yang mati tidak akan terpengaruh oleh reagen MTT 
karena mitokondrianya tidak berespirasi sehingga cincin tetrazolium tidak terputus 






Reaksi MTT dihentikan dengan menambahkan SDS 50 µL untuk memecah 
kristal formazan yang terbentuk dan memberikan warna ungu, diinkubasi dalam suhu 
kamar dengan keadaan terbungkus kertas yang menutupi seluruh permukaan 
microplate selama semalam untuk memaksimalkan aksi reagen stopper dan 
mencegah oksidasi MTT dengan adanya cahaya. Penghentian reaksi antara reagen 
MTT dengan sel yang hidup yaitu dengan penambahan SDS 10% dalam HCl 0,1 N 
yang dapat mendenaturasi protein menjadi unit polipeptida dan membentuk 
kompleks SDS polipeptida. SDS 10 % dapat melarutkan kristal formazan hasil dari 
reaksi MTT dan tidak menyebabkan pengendapan.  SDS yang digunakan sebanyak 
10%  karena kristal formazan tidak larut sempurna jika digunakan SDS kurang dari 5 
% dan mudah larut pada suhu 37°C (Tada et al, 1986).  
Serapan dibaca dengan microplate ELISA reader pada panjang gelombang 
595 nm.  Digunakan panjang gelombang 595 nm karena pada panjang gelombang 
tersebut diperoleh pengukuran yang optimum sehingga akan diperoleh data yang 
peka dan spesifik. Semakin kuat intensitas warna ungu yang terbentuk, akan 
diperoleh absorbansi yang semakin besar pula. Hal ini menunjukkan semakin banyak 
sel hidup yang bereaksi dengan garam tetrazolium, maka terbentuk formazan yang 
banyak pula.  
Pada metode MTT, persentase  kematian sel merupakan selisih absorbansi 
kontrol dengan absorbansi sampel dibagi absorbansi kontrol dikalikan 100 %. Data 
diolah dengan menggunakan analisis Probit untuk mendapatkan nilai IC50 sampel. 
Nilai IC50 menunjukkan persentase kematian sel pada kultur sebanyak 50%.  
Berdasarkan tabel 5. Hasil yang didapatkan pada pengujian menggunakan 
kultur sel hela untuk ekstrak etanol daun pedada’ dengan konsentrasi 200 µg/ml; 100 





berikut:  46,2051%; 75,6209%; 87,3965%; 99,0800%. Ekstrak etil asetat daun 
pedada’ dengan konsentrasi 200 µg/ml; 100 µg/ml; 50 µg/ml; 25 µg/ml dengan nilai 
persentase inhibisi berturut-turut sebagai berikut: 78,1968 %; 74,0570%; 97,7920%; 
98,8040%. Ekstrak n-heksan daun pedada dengan konsentrasi 200 µg/ml; 100 µg/ml; 
50 µg/ml; 25 µg/ml dengan nilai persentase inhibisi berturut-turut sebagai berikut: 
85,5565%; 92,7322%; 96,8721%; 99,4480%. Ekstrak air daun pedada dengan 
konsentrasi 200 µg/ml; 100 µg/ml; 50 µg/ml; 25 µg/ml dengan nilai persentase 
inhibisi berturut-turut sebagai berikut: 94,9402%; 87,4885%; 93,4682%; 84,9162%. 
Cisplatin dengan konsentrasi 200 µg/ml; 100 µg/ml; 50 µg/ml; 25 µg/ml dengan nilai 
persentase inhibisi berturut-turut sebagai berikut: 25,482%; 30,082%; 30,385%; 
38,5464%. Isolat daun pedada dengan konsentrasi 200 µg/ml; 100 µg/ml; 50 µg/ml; 
25 µg/ml dengan nilai persentase inhibisi berturut-turut sebagai berikut: 93,3762%; 
82,3367%; 84,8206%; 84,0846%.  
Berdasarkan pengolahan data yang telah dilakukan dengan metode 
analisis probit diperoleh nilai IC50 untuk sel hela dari pengujian menggunakan 
ekstrak etanol daun pedada 164,58 µg/ml; ekstrak etil asetat daun pedada 437,32 
µg/ml; ekstrak n-heksan daun pedada 1047,36 µg/ml; ekstrak air daun pedada 22,32 
µg/ml; cisplatin 760,32 µg/ml dan isolat daun pedada 2,643 µg/ml. 
Penetapan batas toksik penelitian ini, menurut (Mans, 2000)  
menyebutkan suatu ekstrak dinyatakan aktif atau positif menghabat pertumbuhan sel 
pada uji proliferasi sebagai zat antikanker apabila memiliki nilai IC50   50 µg/ml. 
Menurut national cancer institute (NCI) senyawa murni tergolong aktif menghambat 
perkembanganbiakan sel bila  nilai IC50   µg/ml. Menurut Machana dkk (2011), 
menyatakan bahwa ekstrak dikatakan tidak aktif sebagai antikanker apabila nilai IC50 





ekstrak etil asetat daun pedada memiliki efek sitotoksisitas terhadap sel hela sehingga 
mempunyai potensi sebagai zat anti-kanker. Akan tetapi, ekstrak n-heksan tidak 
memiliki efek sebagai antikanker terhadap sel HeLa tetapi spesifik terhadap sel 
kanker tertentu, namun dapat juga diakibatkan karena kesalahan pada saat pengerjaan 
yang dapat berupa kontaminan, sehingga kurang berpotensi terhadap sel hela karena 




















 Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa;  
1. Ekstrak etanol, ekstrak air, ekstrak etil asetat dan isolat daun pedada 
(Sonneratia caseolaris L.) memiliki aktivitas sitotoksik terhadap sel kanker 
serviks, sedangkan ekstrak n-heksan kurang aktif dalam menghambat 
pertumbuhan sel Hela. 
2. Daun pedada (Sonneratia caseolaris L.) mempunyai potensi sebagai bahan 
alami antikanker. Karena dari hasil penelitian, ekstrak etanol, ekstrak air, 
ekstrak etil asetat dan isolat daun pedada (Sonneratia caseolaris L.) memiliki 
aktivitas sitotoksik dengan  nilai IC50 berturut-turut sebagai berikut; 164,58 
μg/ml, 22,32 μg/ml, 437,32 μg/ml, 2,643 μg/ml Sedangkan ekstrak n-heksan 
kurang berpotensi terhadap sel hela dengan nilai IC50 1047,36 μg/ml. 
3. Hasil identifikasi isolat daun pedada merupakan senyawa flavonoid. 
B. Saran 
 Sangat diharapkan agar penelitian ini dapat dilanjutkan lagi dengan metode 
uji identifikasi senyawa yang lain, metode uji antikanker yang lain ataupun 
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Zhanqiu, yang and hai – rong xiong. Culture conditions and types of growth media 




























Lampiran 1. Penyiapan  Sampel 
 
 
               Maserasi dengan n- Heksan 
 
 
                                         Maserasi dengan Etil Asetat 
 
 
                Maserasi dengan Etanol 
 
 







   
     
 
    
        Uji Sitotoksik dengan MTT                                                            




       Ampas Ekstrak n-Heksan  








   Ampas Ekstrak Etanol 
Ampas 
Ekstrak Air Ampas 























Ekstrak teraktif Profil KLT 
Difraksinasi dengan  KK 
 Fraksi 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12 
 Diuji dengan BSLT 
















      





























Lampiran 4. Pembuatan Media Kultur  
 
 
Dicampurkan bersamaan ke 
dalam wadah dan 
dicukupkan aquades hingga 
1 L, dihomogenkan dengan 
cara diaduk 
       
       
      
 
Dilakukan sterilisasi dengan 
cara menyaring 
menggunakan saringan 
membrane 0,2   , 
ditambahkan fungsion 0,5%, 
FBS 10%, dan streptomisin 
1%, ditampung ke dalam 









Bubuk DMEM, Aquades 
800 ml, HEPES 2 g, 
NaHCO3 2 g 
Campuran Homogen 
PH 7,2-7,4 





Lampiran 5. Panen  Sel 
  
 
Diambil dari tangki nitrogen cair, 
diamati kondisi sel, dibuang 
media, cuci dengan PBS, 
ditambahkan tripsin EDTA, 
inkubasi 3 menit, ditambahkan 
media       
 
 
Diamati dimikroskop, ditransfer 
sel ke dalam colonical tube 
 
 
                   Resuspensi sel dalam conical tube 
 
 
Dipipetkan ke haemocytometer, 








Suspensi sel 80 % 
konfluen 
Suspensi sel dalam 
conical tube 
10    panenan sel 
Sisa panen dan Media 
Komplit 
100   /sumuran (3 kosong) 
Sumuran kosong untuk media, 
diamati dimikroskop, 
diinkubasi 24 jam 
















 Dimasukkan masing-masing 
konsentrasi sampel ke dalam plate 












10 mg sampel 
100       
       
 
200       
200        
 
25       
 
   Microplate 96 well 
Larutan Stok 50.000 ppm 
 
Diinkubasi 24 jam, 
Inkubator CO2 
50       






Lampiran 7. Uji Sitotoksik MTT 
   
Setelah diinkubasi, Di buang 
media sel dan  tambahkan 
reagen MTT 100    ke setiap 
sumuran. Diinkubasi selama 
2-4 didalam inkubator. 
   
    
 
Jika formazan telah terbentuk 
jelas maka ditambahkan 
dengan stopper SDS 10% 
    
 
Dibungkus plate dengan 
aluminium foil diinkubasi 24 
jam pada suhu ruangan tempat 
gelap .  
    
 
Diambil plate uji, dibuka 
pembungkus plate dan tutup 
plate, dinyalakan ELISA, 
masukkan plate, tutup elisa. 








Hasil serapan dibaca 
absorbansinya panjang 
gelombang 595 nm 





Lampiran 8. Gambar  
 
    
Gambar 1. Tumbuhan pedada (Sonneratia caseolaris) 
Keterangan 
A : Morfologi tumbuhan pedada 
B : Morfologi daun pedada 
 
   
Gambar 2. Preparasi sampel 
Keterangan  
A : Pencucian sampel     























Gambar 3. Proses ekstraksi 
Keterangan  
A : Penimbangan simplisia    
B : Proses ekstraksi  
C : Penyaringan ekstrak cair    
D : Proses refluks 
E : Proses rotavapor  
F : Pemekatan ekstrak air menggunakan penangas  
G : Ekstrak n-heksan  
H : Ekstrak etanol 
I : Ekstrak etil asetat 









     

















Gambar 4. Kromatigrafi lapis tipis 
Keterangan : 
A : Proses pencarian profil KLT 
B : Profil KLT dilihat pada UV 366 nm 
C : Profil KLT dilihat pada UV 254 nm 
D : Profil KLT  setelah disemprot serium sulfat 
Fase Gerak  : Kloroform : Metanol (10 : 1) 










Gambar 5. Proses koromatografi kolom 
A : Proses fraksinasi menggunakan kromatografi kolom  















Gambar 6. Penggabungan hasil fraksi 
Keterangan  
A : Profil KLT  fraksi dilihat pada UV 366 nm 
B : Profil KLT fraksi dilihat pada UV 254 nm 
C : Profil KLT setelah disemprot serium sulfat 









Gambar 7. Identifikasi golongan senyawa 
Keterangan 
A : Proses mengelusi 
B : Proses penyemprotan menggunakan pereaksi kimia 



















Lampiran 9. Uji Sitotoksik dengan metode MTT 
 




















Gambar 11. Setelah pemberian reagen MTT dan telah diinkubasi 24 jam 
 













Lampiran 10. Sel Hela Sebelum dan Setelah treatment 
 
Gambar 13. Sel Hela Sebelum Treatment 
 
















Gambar 15. Hasil treatment Ekstrak etil asetat pada konsentrasi 200 
µg/ml 
 











Gambar 17. Hasil treatment ekstrak air pada konsentrasi 200 µg/ml 
 
 










Lampiran 11. Kontrol negatif sel hela 
 
Gambar 19. Kontrol Sel 
 






Lampiran 12. Perhitungan  
a.                        
                              
                               
       
           = 
    
     
       
                                  = 1,38% 
b.                        
                              
                               
       
                                  = 
      
     
       
                                  = 3,175% 
c.                        
                              
                               
       
                                  = 
    
     
       
                                            = 4 % 
d.                         
                              
                               
       
           = 
     
     
     % 
           = 0,69% 
e. Ekstrak n-heksant, etil asetat, etanol, isolat daun pedada dan cisplatin (kontrol 
positif) 
Stok = 10 mg dalam 200 µl DMSO 
Pengenceran sampel Uji  
V1= Volume sampel uji 
N1= 10 mg (sampel uji) dalam 200 µl DMSO = 50.000 µg/ml 
V2=Volume (medium + sampel uji) 
N2=200 µg/ml (konsentrasi ke 1 yang ingin dibuat) 
                 V1 . N1 = V2. N2 





                       V1 = 2 µl (sampel uji)  
Σsel  = Σsel yang dihitung x 104 
             = 420 x 10
4




V1 . N1  = V2 . N2 
V1 . 4,2= 10 x 0,1 untuk 1 plate 
V1  = 
 
   
  
V1 = 238 μl ad 10 ml 
Volume Medium Komplit DMEM = 200 – 2 = 100 µl 
f.             
                                            
                                                  
       
Ekstrak Etanol 
Konsentrasi 200 ppm 
            
             
             
                
 
Konsentrasi 100 ppm 
                   
             
           
                
Konsentrasi 50 ppm 
           
             
           
                 
Konsentrasi 25 ppm  
           
             
           







Ekstrak Etil Asetat 
Konsentrasi 200 ppm 
            
             
           
                
 Konsentrasi 100 ppm 
            
             
           
                
Konsentrasi 50 ppm 
            
             
           
                 
Konsentrasi 25 ppm  
           
             
           
                
Ekstrak n-heksan 
Konsentrasi 200 ppm 
            
             
           
                
Konsentrasi 100 ppm  
           
             
           
                
       Konsentrasi 50 ppm 
            
             
           
                
Konsentrasi 25 ppm  
           
             
           






Konsentrasi 200 ppm 
            
             
           
                
 Konsentrasi 100 ppm 
            
             
           
                
Konsentrasi 50 ppm 
            
             
           
                
Konsentrasi 25 ppm  
           
             
           
                
Cisplatin 
Konsentrasi 200 ppm 
            
             
           
                 
Konsentrasi 100 ppm 
            
             
           
                
Konsentrasi 50 ppm 
            
             
           
                
Konsentrasi 25 ppm   
           
             
           






Konsentrasi 200 ppm 
            
             
           
                 
Konsentrasi 100 ppm 
            
             
           
                
Konsentrasi 50 ppm 
           
             
           
                
Konsentrasi 25 ppm  
           
             
           






Lampiran 13. Harga probit sesuai presentasenya 
 
Sumber : Mursyidi, A. Statistik Farmasi Dan Biologi. Cetakan I. Jakarta: Ghalia 
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Lampiran 14. Hasil perhitungan IC50 ekstrak, Isolat Daun Pedada dan Kontrol 
Positif 
 
1. Ekstrak Etanol 
 
 
Grafik 1. Hasil Perhitungan IC50 ekstrak Etanol Daun Pedada (Sonneratia 
caseolaris L.) Menurut Metode Grafik Probit Log-Konsentrasi 
Nilai IC50 : 
y = a + bx 
Untuk log IC50 (y) = 5 
y = -3,1023x + 11,876 
5 = -3,1023x + 11,876 
x = 
        
       
 
 = 2,2164 
IC50  = antilog x  
  = antilog 2,2164 
  =  164,58 ppm  
  
y = -3.1023x + 11.876 






















2. Ekstrak etil asetat 
 
Grafik 2. Hasil Perhitungan IC50 Ekstrak Etil Asetat Daun Pedada 
(Sonneratia caseolaris L.) Menurut Metode Grafik Probit Log-
Konsentrasi 
 
Nilai IC50 : 
y = a + bx 
Untuk log IC50 (y) = 5 
y = -1,6871x + 9,4553  
5 = -1,6871x + 9,4553 
x = 
         
       
 
x = 2,6408 
IC50  = antilog x 
  = antilog 2,6408 
         =  437,32 ppm 
  
y = -1.6871x + 9.4553 




















3. Ekstrak n-Heksan 
 
Grafik 3. Hasil Perhitungan IC50 Ekstrak  n-Heksan Daun Pedada 
(Sonneratia caseolaris L.) Menurut Metode Grafik Probit Log-
Konsentrasi 
y = a + bx 
Untuk log IC50 (y) = 5 
y = -1,3919x + 9,2037 
5 = -1,3919x + 9,2037 
x = 
         
       
 
x = 3,0201 
IC50   = antilog x 
  = antilog 3,0201 





y = -1.3919x + 9.2037 




















4. Ekstrak air 
 
Grafik 4. Hasil Perhitungan IC50 Ekstrak Air Daun Pedada (Sonneratia 
caseolaris L.) Menurut Metode Grafik Probit Log-Konsentrasi 
Nilai IC50 : 
y = a + bx 
Untuk log IC50 (y) = 5 
y  =  -0,4352x + 5,4837 
5 =  -0,4352x + 5,4837 
x = 
         
       
 
    = 1,3488 
IC50   = antilog x 
     = antilog 1,3488 
   = 22,32 ppm 
 
  
y = -0.4352x + 5.4837 






















Grafik 5. Hasil Perhitungan IC50 Cisplatin Menurut Metode Grafik Probit Log-
Konsentrasi 
Nilai IC50 : 
y = a + bx 
Untuk log IC50 (y) = 5 
y  = -0,3586x + 3,9667 
5 = -0,3586x + 3,9667 
x = 
        
       
 
   = 2,881 
IC50  = antilog x 
    = antilog 2,881 
    = 760,326 ppm 
  
y = -0.3586x + 3.9667 
























Grafik 6. Hasil Perhitungan IC50 Isolat Daun Pedada (Sonneratia caseolaris 
L.) Menurut Metode Grafik Probit Log-Konsentrasi 
Nilai IC50 : 
y = a + bx 
Untuk log IC50 (y) = 5 
y  = 0,7041x + 4,7027 
5 = 0,7041x + 4,7027 
x = 
         
      
 
 = 0,4222 
IC50  = antilog x 
    = antilog 0,4222 









y = 0.7041x + 4.7027 
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